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Resumo

REsumoO

Desenvolveram-se metodologias analiticas automaticas baseadas em sistemas de
fluxo multicomutado, as quais foram aplicadas na andlise de produtos de interesse
farmacéutico. As montagens de fluxo implementadas possibilitaram diferentes forma de
intervengdo sobre a zona de amostra, incluindo a sua diluigdo, recirculagéo e paragem,
permitindo avaliar o desempenho da multicomutagéo em distintas situagdes analiticas.

Implementou-se um procedimento analitico para determinagéo de é&cido félico,
baseado na detecgdo fluorimétrica dos produtos formados por fotodegradagao deste
composto. O controlo temporizado do volume de amostragem permitiu adequar o nivel de
dispersdao da amostra em fungédo da sua concentrragéo e do intervalo operacional do-
detector.

Foi igualmente concebida uma nova estratégia para eliminagéo do efeito Schlieren
baseada na supressdo dos gradientes de concentragdo, o que foi conseguido através do
processamento em linha da solugdo transportadora, conferindo-lhe um perfil de
concentracdo semelhante ao da zona de amostra. Esta estratégia foi implementada na
determinagao de pindolol por complexagéo com o catido ferro(lll).

Aproveitando a elevada versatiidade operacional proporcionada pela
multicomutagdo, desenvolveu-se um sistema de fluxo para recirculagdo da zona de
amostra, possibilitando a diluigdo continua da amostra, a renovagdo da interface
amostra/reagente e a realizagdo de multidetecgbes, para aplicagdo na determinagao
espectrofotométrica de cloreto em solug6es parenterais.

Foi também implementado um sistema analitico para determinagéo fluorimétrica
indirecta de isoniazida, capaz de produgdo de elevados valores de diluigdo através da
utilizacdo de uma estratégia de amostragem de zonas, o qual foi igualmente aplicado em

ensaios de dissolugdo de comprimidos.




Resumo

Combinando a amostragem bindria com uma dupla paragem de fluxo,
desenvolveu-se um sistema de fluxo multicomutado possibilitando a analise simultédnea de .
duas amostra com uma superior sensibilidade, o qual foi aplicado na determinagéo
espectrofotométrica de amiloride.

Avaliou-se o efeito interferentes de alguns compostos normalmente usados como
excipientes na preparagdo das formulagdes farmacéuticas, com o objectivo de verificar se
a extensao deste efeito era impeditiva de aplicagdo das metodologias desenvolvidas na
analise de produtos farmacéuticas.

A validagdo dos sistemas analiticos desenvolvidos foi efectuada por avaliagao
comparativa dos resultados obtidos relativamente aos fornecidos pelos métodos de

referéncia recomendados pelas Farmacopeias.




Abstract -

ABSTRACT

Automatic analytical methodologies based on multicommutated flow systems were
developed and applied in the analysis of pharmaceutical products. The implemented flow
manifolds enabled different forms of intervention on the sample zone including its dilution,
recirculation and stopping, which provided the means for the evaluation of
multicommutation performance during distinct analytical situations.

An analytical procedure for the determination of folic acid by fluorimetry following
photodegradation was implemented. A time-based control of the sample volume provided
sample dispersion in compliance with the sample concentration and the detector’s working
range.

A new strategy for Schlieren effect compensation, based on the suppression of
concentration gradients, through the utilisation of a carrier solution processed on-line with a
concentration profile matching the sample zone, was developed and implemented for the
spectrophotometric determination of pindolol by complexation with Fe(lll).

As a result of the high operational versatility provided by multicommutation a
sample recirculating flow system enabling a continuous sample dilution, renewal of the
sample/reagent interfface and multidetections was developed and applied in the
spectrophotometric determination of chloride in parenteral solutions.

An analytical system for the indirect fluorimetric determination of isoniazid, which
produced high level dilutions upon the utilisation of a sampling zone strategy, was
implemented and applied in tablets dissolution studies.

By combining binary sampling with a dual stopped-flow strategy a multicommutated
flow system enabling the simultaneous analysis of two samples, with an increased
sensitivity, was developed for the spectrophotometric determination of amiloride.

The interferent effect of several compounds, commonly used as excipients in

pharmaceutical formulations, was assessed in order to determine if its extension was
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enough high to prevent the application of the developed methodology in the analysis of

pharmaceuticals.
The validation of the developed analytical systems was carried out by comparing
the obtained results with those furnished by the reference methodologies recommended by

different Pharmacopoeia.




Résumé

Résumeé

On a developé des méthodologies d’analyse automatiques en utilisant des
systémes de flux avec multicommutation. Ces systémes on été appliqués dans I’ahalyse
des préparations pharmaceutiques. Les montages de flux accomplis ont permis differentes
formes d'intervention ser I'échantillon comme la dilution, recirculation et arrét, en
permettant d’évaluer I'accomplissement de la multicommutation en distinct situations
analytiques.

On a aussi implémenté un procédé analytique pour la détermination de I'acide
folique, qui était basé sur la detection fluorimétrique des produits de photodegradation de
ce composé. Le contrdle temporisé du volume d’échantillonage a permis |'adéquation du
niveau de dispersion de I'échantillon en face de la concentration et du intervalle
opérationnel du détecteur.

A nouvelle strategie pour I'elimination de l'effet Schlieren, qui était basé sur la
suppression des différences de concentration, a été developpée par la production on-line
de la solution de transport. De cette fagon, le profil de concentration de I'échantillon
équivalait celui de la solution de transport. Cette strategie a été appliqué dans la
détermination du pindolol par complexation avec Fe(lll).

On a tire profit de la grande versatilité de la multicommutation pour développer un
systéeme de recirculation de I'échantillon et obtenir des gros dilution, rénovation de
l'interface de reaction et muitidétections, pour la détermination spectrophotométrique du
chlorure en solutions injectable de grand volume.

Un systéeme analytique avec détection fluorimétrique a été developpée pour la
détermination indirecte de l'isoniazide. Ce systéme était capable de produire des niveaux
trés hauts de dilution par échantillonage de zone, et a été aussi appliqué en essays de

dissolution de comprimés.




Résumé

Un utilisant simultanément I'échantillonange binaire et un arrét du flux on a
developpé un systtme multicommuté en permettant l'analyse simultane de deux
échantillons avec une sensibilité augmentée. Ce systeme a été appliqué dans la
détermination spectrophotométrique de F'amiloride.

On a évalué leffet interférent de quelques composés qui sont utilises comme
excipients dans la préparation des formules pharmaceutiques, avex le propos de veérifier si
I'extension de ce effet était suffisant pour éviter I'utilisatin des méthodologies dans I'analyse
des produits pharmaceutiques.

La validation des systémes analytiques a été accomplis par évaluation des

résultats obténus en comparaison avec ceux fournis par les méthodes de référence.
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Organizagao

ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertagdo esta organizada por capitulos, num total de oito.

No Capitulo 1 efectuou-se o enquadramento do trabalho desenvolvido, na
perspectiva da crescente importdncia que as metodologias analiticas automaticas
assumem em termos de laboratérios de andlise, e do papel preponderante que as técnicas
de fluxo desempenham na sua implementagdo. Em concordancia é também efectuada
uma andlise comparativa das caracteristicas relevantes das técnicas de fluxo mais
divulgadas: a andlise por injecgdo em fluxo (FIA), anélise por injecgao sequencial (SIA) e
multicomutagdo. Sendo a multicomutagdo a técnica utilizada para implementagao das
metodologias desenvolvidas, é igualmente efectuada uma avaliagéo da sua evolugao, no
que diz respeito aos trabalhos publicados e as estratégias analiticas propostas.

No Capitulo 2 sdo referidos os aspectos comuns dos trabalhos desenvolvidos,
como sejam os que dizem respeito a preparagdo das solugdes e instrumentacao utilizada,
assim como ao equipamento envolvido na cqncepgéo e implementagao das montagens de
fluxo, com énfase especial nas vélvulas de insergéo.

Entre os Capitulos 3 e 7 s@o abordados os trabalhos desenvolvidos os quais, em
fungdo dos objectivos inicialmente considerados, apresentam novas perspectivas
analiticas que permitem demonstrar as potencialidades da multicomutacao, aplicadas na
andlise de produtos farmacéuticos. Estes Capitulos estao organizados de forma a colocar
em evidéncia o tipo de estratégia analitica a implementar, fazendo uma avaliagdo de
propostas similares j& disponiveis na literatura. Caracteriza-se igualmente o farmaco que
sera objecto da andlise pela metodologia desenvolvida, incluindo a referéncia a outras
metodologias analiticas anteriormente apresentadas. S&o também referidos os aspectos
mais particulares da parte experimental de cada um dos trabalhos desenvolvidos,
nomeadamente no que diz respeito & concepgdo e implementagdo das montagens de

fluxo, preparagdo das solugdes e métodos de referéncia. Sdo depois descritas, de forma
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detalhada, as diferentes fases de desenvolvimento dos trabalhos sendo apresentados os
resultados obtidos, tanto pela metodologia proposta como pela metodologia de referéncia.
Finalmente, sdo referidos os aspectos mais relevantes do trabalho desenvolvido e as
respectivas conclusdes.

Fazendo uma andlise mais detalhada, no Capitulo 3 séo abordadas as reacgdes
fotoquimicas e as vantagens da sua utilizagdo como estratégia analitica. Este tipo de
reacgdo é implementada num sistema de fluxo multicomutado para determinagao
fluorimétrica de acido félico. Salienta-se também o potencial da amostragem temporizada
em termos do controlo do nivel de diluigao da zona de amostra

No Capitulo 4 refere-se a utilizagdo de catibes metdlicos como agentes de
desenvolvimento de cor e os problemas resultantes da existéncia de elevados gradientes
de indice de refracgdo, que se manifestam pelo efeito Schlieren, sendo referidas as
estratégias normalmente empregues na sua compensagao. Neste capitulo & descrito o
desenvolvimento de um sistema de fluxo multicomutado para determinagéo
espectrofotométrica de pindolol por complexagdo com o Fe(lll) envolvendo amostragem
bindria e eliminagao do efeito Schlieren.

A execucdo de multidetecgGes é abordada no Capitulo 5 sendo proposta uma
montagem de fluxo para recirculagdo da zona de amostra a qual ¢ avaliada na
determinagao de cloreto em solugbes parenterais. Sdo analisadas as potencialidades da
multidetecgdo e a capacidade evidenciada pelo sistema de fluxo proposto para produzir
elevados valores de diluigao.

No Capitulo 6 sdo discutidas as estratégias que, em sistemas de fluxo, permitem a
diluicdo on-line da zona de amostra, sendo proposta uma metodologia de elevada
sensibilidade para determinagdo fluorimétrica de isoniazida, a qual, com base na
amostragem de zonas permite também a obtengéo de elevados valores de diluigao como o

comprova a sua aplicagdo em ensaios de dissolugdo de comprimidos de isoniazida.
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No Capitulo 7 é referida a utilizagdo da amostragem binéria em combinagéo com
uma paragem de fluxo, abordada em pormenor neste capitulo, na concepgdo e
implementacdo de uma sistema de fluxo multicomutado para determinagao
espectrofotométrica de amiloride.

Por fim, no Capitulo 8 é feita uma sumula e uma avaliagdo geral do trabalho
desenvolvido, sendo salientados os seus aspectos mais relevantes, e apresentadas as

conclusdes gerais.

1]



Introdugéo Geral

CAPITULO

1

INTRODUCAO GERAL

As metodologias analiticas automaticas assumem um papel cada vez mais
importante nos laboratorios de analise. As técnicas de fluxo, caracterizadas por uma
grande flexibilidade, versatilidade e facilidade de automatizacdo, proporcionam o
desenvolvimento e implementagdo de uma ampla gama de sistemas analiticos, os quais
sdo capazes de um conjunto alargado de formas de manipulacdo da amostra, em
condigdes de elevada reprodutibilidade. Sendo a multicomutagdo uma das técnicas de
fluxo mais recentes, apresenta no entanto caracteristicas operacionais que a confirmam

como uma ferramenta ideal para a automatizagdo de procedimentos analiticos.
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Introdugado Geral

1.1.Metodologias analiticas automaticas

1.1.1.Conceitos gerais

Nos ultimos anos tem vindo a acentuar-se o recurso a procedimentos analiticos, o
que em conjunto com a procura de métodos de analise mais eficientes e a expansao da
capacidade e desempenho da instrumentagdo disponivel, devido a electrénica e 2a
computagdo, veio impulsionar de forma decisiva a implementagdo de metodologias
analiticas automaticas.

O progresso tecnoldgico registado nos ultimos anos tem possibilitado a concepgao
e desenvolvimento de equipamento mais versatil, proporcionando um conjunto alargado de
recursos € modulos diversos, os quais permitem simplificar a configuracdo e
implementagéo de sistemas automaticos de analise.

Areas tdo diversas como a andlise clinica e ambiental, e também a andlise
farmacéutica e alimentar, onde o controlo final de qualidade e o controlo on-line assumem
uma importancia fundamental na monitorizagdo da eficiéncia e qualidade dos processos
produtivos, testemunharam o emergir de novos procedimentos automaticos, os quais
possibilitaram a atenuagdo ou eliminagéo de todo um conjunto de factores limitantes do
desempenho dos processos analiticos. Este desenvolvimento foi conseguido através da
implementagdo de novas metodologias e estratégias analiticas, permitindo a andlise de
elevado nimero de amostras, a redugdo da exposi¢do do operador a amostras perigosas,
a eliminagéo de erros associados ao factor humano, uma elevada eficiéncia analitica, em
termos de qualidade e custo dos resultados, e a maximizagdo do desempenho do
equipamento disponivel.

Sendo os aspectos econdmicos uma das principais motivagdes para a opgao por
metodologias automaticas, sdo também de realgar os beneficios adicionais dai resultantes,

sobretudo no que concerne a qualidade dos resultados e ao aumento do potencial analitico
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dos métodos usados. De facto, e no que diz respeito aos métodos convencionais, existe
uma grande dependéncia da qualidade e eficiéncia da analise em relagdo & manipulagéo
da amostra, & qual estdo associados inimeros aspectos negativos. De entre estes ha a
destacar uma diminuigdo da precisdo, a necessidade de volumes elevados de amostra e
um aumento significativo do tempo dedicado pelo operador & execugao da analise.

A possibilidade de controlo automatico, de forma precisa e efectiva, dos parametros
analiticos que condicionam uma andlise, proporciona a obtencdo de resultados mais
exactos e precisos, de forma mais rapida e segura. Permite deste modo implementar
métodos baseados em reacgdes incompletas assim como métodos cineticos, ou melhorar o
desempenho em situagbes em que a espécie a determinar é instavel, ou quando a

recuperagao da espécie é incompleta, como acontece no caso de extracgdes ou dialises.
1.1.2.Automagdo e automatizagdo

A crescente implantagdo dos métodos automaticos de analise, acarretou uma cada
vez mais generalizada utilizagdo de expressbes como automagdo, automatizagao,
instrumentacéo, mecanizagao, entre outras, o que obrigou a um esforgo de normalizagao
por parte da Comissdo para a Nomenclatura Analitica da IUPAC com vista a obtengéo de
uma uniformidade de critérios e definigdes, facilitando as relagdes nos dominios da técnica
e da industria [1].

De acordo com os critérios estabelecidos, o conceito de automagéo esta associado
com sistemas (instrumentos) aos quais é adicionado um componente de decisdo, sem
intervencdo humana. Mais concretamente, a automagéo € definida como o uso de uma
combinagdo de mecanismos efou instrumentos para substituir, refinar, estender ou
complementar um esforgo humano, na realizagdo de uma determinada tarefa em que pelo
menos uma das operagdes envolvidas € controlada, sem intervencdo humana, através de

um sistema de retroalimentagdo. Um sistema de retroalimentagdo é definido como um
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mecanismo instrumental combinando elementos sensores e actuadores, os quais podem
alterar o modelo de realizagdo de determinada tarefa.

Esta nogdo de automagao, conduz a uma distingdo, bem evidente, entre sistemas
automaticos e automatizados:

i) Sistemas automadticos: sistemas sem capacidade de decisdo, portanto sem
sistema de retroalimentacgdo, em que determinadas acgdes, incluidas num conjunto mais
ou menos alargado de operagdes, séo realizadas sequencialmente e de forma repetitiva,
sem intervengao humana.

i) Sistemas automatizados: sistemas que sdo controlados ou regulados por
sistemas de retroalimentagdo, sem intervengdo de um operador. Estes sistemas s&o
autocontrolados, possuindo uma independéncia de actuagdo superior a dos sistemas
automaticos.

Os sistemas automatizados possuem uma capacidade analitica superior a dos
sistemas automaticos devido a possibilidade de actuagao auténoma por parte do sistema,
actuagdo essa que podera funcionar como uma resposta condicionada a objectivos
inicialmente programados, a pardmetros analiticos pré-estabelecidos, ou como resultado
da andlise em tempo real que o sistema efectua ao seu préprio desempenho. Em
consequéncia o sistema podera tomar decisdes que conduzem a imediata introdugao de
correcgbes e, eventualmente, a auto-optimizagdo do modelo analitico. Um sistema
automatizado ideal implicaria a utilizagéo de dispositivos de controlo interactivos, em que o
sistema de controlo interviria de forma associativa, conjugando em interdependéncia os
varios parametros disponiveis, 0 que lhe permitiria apresentar uma versatilidade e uma
flexibilidade fundamentais em qualquer procedimento analitico.

Os conceitos de sistema automatico e automatizado expostos, apesar de
associados a uma classificagdo genericamente aceite [1], podem por vezes dar origem a
situagbes em que ¢ dificil estabelecer os limites ou a fronteira entre cada um dos tipos de

sistema. No decorrer deste trabalho, e apesar da aceitagdo implicita da referida
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classificacdo, utilizar-se-a indiscriminadamente, e de forma a evitar situagoes
eventualmente ambiguas, a expressao sistemas automdticos para caracterizar os sistemas
(automaticos ou automatizados) cujo desenvolvimento contribui para minimizar a
intervengao humana.

A automatizagéo total ou parcial de um processo analitico, pode ser conseguida
recorrendo a diversas estratégias e a distintas metodologias. Apesar de se ter vindo a
verificar uma evolugdo na classificagdo dos métodos automaéticos, surgindo diferentes
tendéncias por vezes pouco consensuais, neste trabalho serd adoptada a classificagao
referida por Valcarcel e Luque de Castro [2]. Assim, os métodos automaticos,
vocacionados para a andlise de amostras normalmente sob a forma de solugéo, podem ser
divididos, em fung@o do tipo de processamento da amostra, em trés categorias: metodos
discretos, robotizados e de fluxo. De uma forma resumida este métodos caracterizam-se
por:

i) Métodos discretos: sdo versdes mecanizadas de métodos manuais. Nos métodos
discretos as amostras sao mantidas em recipientes individuais, onde, por acgdo de um
processo mecanico, ocorrem as diferentes etapas que constituem o processo analitico,
sendo mantida a integridade da referida amostra.

i) Métodos robotizados: sdo métodos que envolvem a utilizagdo de um dispositivo,
normalmente um brago mecanizado controlado por computador, que mimetiza os
procedimentos executados por um operador, sendo os sinais analiticos adquiridos e
processados pelo computador. O dispositivo tem a capacidade de desenvolver outras
tarefas, além das programadas, com base em rotinas de “aprendizagem” e auto-
programac&o.

iy Métodos de fluxo: sdo métodos que nao implicam a obrigatoriedade do
tratamento individualizado da amostra. Pelo contrario, as amostras sofrem processamentos

semelhantes, sendo introduzidas sucessivamente no sistema analitico no mesmo ponto,
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encontrando reagentes nas mesmas circunstancias e percorrendo depois um percurso
idéntico até a detecgao.

Apesar da importdncia dos método discretos, e sobretudo dos métodos
robotizados, na implementacdo e automatizacdo de procedimentos laboratoriais, os
métodos de fluxo, especialmente os de fluxo continuo, serdo porventura aqueles que nos
anos mais recentes tém sido objecto de maior divulgagéo e investigagdo. Esta maior
divulgagdo prende-se fundamentalmente com menores custos de instalagdo e operagéo,
com uma flexibilidade acrescida por forga duma estrutura modular que permite a sua
reconfiguragdo de forma simplificada e uma readaptagdo simples a novas situagdes
analitica e também por uma maior facilidade de operagdo e controlo, além de um reduzido
consumo de amostra, reagentes e tempo de analise. Por estas razées serdao aqueles, que

no ambito deste trabalho, serdo objecto de uma andlise mais detalhada.

1.1.3.Métodos de fluxo

Os métodos de fluxo sdo, de uma forma geral, baseados na introdugdo de uma
aliquota de amostra num fluxo transportador (que podera ou nédo ser um reagente),
entrando depois em contacto com um ou mais reagentes e dando origem a uma zona de
reacgdo. Esta é encaminhada até um sistema de detecgdo onde é produzido um sinal
analitico que pode ser relacionado com uma propriedade a ser medida, geralmente a
concentragdo. Os métodos de fluxo podem no entanto funcionar apenas como forma de
transporte da aliquota de amostra até ao detector, sem que ocorra qualquer reacgao.

Podendo ser esta a defini¢éo inicialmente aplicavel a todos os métodos de fluxo, a
evolugdo por eles registada posteriormente, nomeadamente o aparecimento de técnicas
novas, conduziu a alteragées na sua classificagdo, com a introdugdo de subgrupos, que
tiveram como objectivo harmonizar e simplificar a sua identificagdo, o que nédo foi,

aparentemente, completamente conseguido. Por isso, adopta-se aqui uma classificagéo
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com base no tipo de fluxo ou escoamento das solugdes utilizado, que pretende ser simples
e baseada em caracteristicas facilmente perceptiveis. Deste modo, e estabelecendo como
critério de classificagdo a continuidade espacial e temporal do fluxo, os métodos de fluxo
podem dividir-se em métodos de fluxo segmentado, em que o escoamento das solugdes &
descontinuado no espago por introdugdo por exemplo, de bolhas de ar, métodos com
paragem de fluxo (stopped-flow), em que o escoamento das solugdes € descontinuado no
tempo através da sua interrupgéo por intervalos de tempo varidveis, e métodos de fluxo
continuo, em que ocorre um escoamento continuo, no espago e no tempo, das solugdes.
Os métodos de fluxo continuo sao sem duavida os mais divulgados, e por isso 0s
mais amplamente aplicados na implementagdo de metodologias analiticas automaticas,
sendo portanto os privilegiados na abordagem, fundamentalmente com o propésito de uma
avaliagdo comparativa, que se pretende efectuar. No entanto é de realgar o inegavel valor
das técnicas de fluxo segmentado, nomeadamente do fluxo monosegmentado em
situagdes que requerem uma reducdo da dispersdo da amostra, e das técnicas com
paragem de fluxo, cada vez mais utilizadas em determinagbes baseadas em métodos

cinéticos.

1.2.Métodos de fluxo continuo

Os métodos de fluxo continuo séo baseados na inser¢do da amostra no interior de
uma tubagem de reduzidas dimenstes, com uma etapa subsequente de transporte
segundo um percurso estabelecido, em que a amostra pode estar ou ndo sujeita a uma ou
mais reacgdes, e finalmente a passagem da zona de amostra por um detector originando
um sinal analitico. Desta definicdo ressaltam os principios que fundamentam as
metodologias de fluxo e em que se destacam a reprodutibilidade do processo de

amostragem, a disperséo controlada da zona de amostra, a reprodutibilidade da detecgéo e
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a execugdo da medida sem que seja necessério atingir condigbes de equilibrio, tanto fisico
como quimico.

Sendo as montagens de fluxo sistemas fechados, possibilitam um controlo efectivo
das varidveis processuais ao mesmo tempo que limitam a ocorréncia de variagbes pontuais
no sistema, como a evaporagédo de liquidos ou a contaminagdo de amostras, permitindo
uma reprodugéo das condi¢des da andlise, e a criagdo de um ambiente adequado para a
mistura de reagentes e a formagéo dos produtos de reacgéo desejados. A sua versatilidade
manifesta-se ao nivel das amplas possibilidades de actuagao sobre o fluxo, como sejam a
sua imobilizagdo, divisdo, combinagéo e selecgdo parcial, enquanto se mantém um perfeito
controlo sobre todos os pardmetros, o que permite a utilizagdo de um conjunto
extremamente variado de detectores, em condigﬁes‘de elevada reprodutibilidade.

Os componentes fundamentais de uma sistema de fluxo continuo sao:

i) Sistema de propulsdo: dispositivo responsavel pelo movimento (por aspirag:éo ou
impulsao), tdo constante quanto possivel, da zona de amostra e reagentes, e que podera
consistir, por exemplo, numa bomba peristaltica ou numa bomba de pistao.

ii) Sistema de insergdo da amostra: dispositivo que tem como fungéo a injecgéo ou
insercdo do volume de amostra sem que haja necessidade de interrupgao do fluxo, e que
podera ser, por exemplo, uma valvula rotativa, um injector-comutador ou um valvula
solendide.

i)y Sistema de transporte: sistema constituido por reactores com caracteristicas
diversas, os quais podem estar empacotados com reagentes (por exemplo agentes redox
ou enzimas imobilizados) ou podem, por exemplo, incluir camaras de mistura ou médulos
separativos, e no qual ocorre a transferéncia de massa.

iv) Sistema de detecgdo. dispositivo responsavel pela transdugdo de um sinal
analitico aquando da passagem da zona de amostra, e que podera ser um

espectrofotometro, espectrofluorimetro, eléctrodo selectivo, etc.
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V) Sistema de aquisigdo e registo de dados: dispositivo constituido por um

registador ou microcomputador que recebe os sinais analiticos fornecidos pelo detector.

Uma das vantagens evidenciadas pelas metodologias de fluxo, quando
comparadas com os procedimentos convencionais nomeadamente com os analisadores
automaticos discretos ou mesmo com os robotizados, é a grande versatilidade conseguida
a um baixo custo, 0 que permite obter, com o0 mesmo equipamento, uma grande
diversidade de configuragdes facilmente adaptaveis aos objectivos da determinagao.

As potencialidades evidenciadas pelos métodos de fluxo continuo, desde os
primeiros tempos da andlise por injecgao em fluxo, nos anos 70, fizeram com que estes
métodos registassem um acentuado crescimento, tanto em termos de divulgagao, como em
areas de aplicagdo e até em receptividade por parte de uma comunidade cientifica no inicio
bastante renitente quanto aos seus méritos, explicando desta forma o elevado numero de

trabalhos publicados, cerca de 9000, e a atengéo que lhes é dedicada [3].

1.2.1.Andlise por injecgdo em fluxo (FIA)

As potencialidades dos métodos de fluxo continuo foram primeiro evidenciadas pela
andlise por injecgao em fluxo (FIA) (Fig 1.1) [4]. De uma forma simplificada, e a
semelhanga do que acontece com as outras técnicas de fluxo, a FIA pode ser vista como
uma interface, ou um elemento de ligagao, entre as amostras (ou padrdes) e o instrumento
de medida: um volume de amostra definido em fungédo das dimensdes da alga (/oop) de
amostragem do dispositivo de injecgdo, normalmente uma vélvula rotativa ou um injector-
comutador, é introduzido num fluxo transportador e encaminhado para detecgé@o. Durante
este percurso a amostra pode ser sujeita a um conjunto de reacgdes, quer com a solugao
transportadora, quer pela adigdo, por confluéncia, de distintas solugées reagentes. Neste

contexto as principais fungdes da FIA serao [5]:
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i) Actuar como um processo de transporte de amostras e padroes até ao
instrumento de medida (por exemplo um espectrofotémetro de absorgédo atomica ou um
detector electroquimico) quando os analitos possuem caracteristicas fisico-quimicas que
possibilitem a sua detecgao.

ii) Possibilitar a implementagdo e execugéo de reacgdes quimicas e a introdugao
dos seus produtos de reacgdo num instrumento de medida.

i) Facilitar a implementagdo de técnicas de separagdo continua nao-
cromatograficas (por exemplo didlise, extracg¢des liquido-liquido ou sodlido-liquido, troca
i6nica, precipitagdo) como forma de incrementar a sensibilidade ou a selectividade.

iv) Possibilitar o desenvolvimento de processos de separagdo continua baseados
em reacgdes de derivatizagdo, com o propdsito de facilitar ou incrementar a transferéncia

de massa e/ou a detecgao.

Fig 1.1 — Montagem FIA convencional: A - amostra; C - solugdo transportadora; R - reagente; V -

vdlvula; L - reactor; D - detector; W - dreno; B - bomba peristaltica.

Estas fungbes, transpostas em termos de configuragdo e desempenho da
montagem analitica, conferem a FIA um conjunto de caracteristicas extremamente

vantajosas, o que explica a sua ampla divulgagao. Dentre estas caracteristicas é de
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destacar uma configuragdo simplificada das montagens de fluxo, as quais exibem
simultaneamente uma grande versatilidade e flexibilidade para adaptagdo a objectivos
especificos. Por outro lado, as montagens FIA utilizam normalmente componentes de baixo
custo e permitem um baixo consumo de reagentes e amostra, ao mesmo tempo que
exibem uma boa reprodutibilidade e facilitam a implementagao de técnicas de separagéo e
concentracdo em fluxo, acoplamento a instrumentos espectroscépicos (AAS, ICP, etc) e o
desenvolvimento de métodos quimiluminométricos e enzimaticos [6].

Estas caracteristicas proporcionam o desenvolvimento e implementagdo de
metodologias analiticas que permitem o recurso a reacgdes quimicas convencionais e a
exploragdo da natureza cinética intrinseca das determinagdes por FIA, a aplicagdo de
técnicas FIA alternativas, como a convergéncia de zonas, e a utilizagido de sistemas em
ciclo fechado ou a execugdo de métodos cinéticos. Possibilitam também a minimizagao ou
eliminagdo de interferéncias através do acoplamento em linha de técnicas separativas, o
recurso a diferentes tipos de detectores, com sensibilidades e selectividades diversas e a

consecucao de diferentes niveis de automagéo, em fungéo da situagéo analitica [7].

1.2.2.Andlise por injeccdo sequencial (SIA)

A SIA [8] surgiu apds a FIA como forma de implementagao de sistemas quimicos
mais complexos, envolvendo um numero relativamente elevado de reagentes, e mais
flexiveis, capazes de serem aplicados em distintas situagdes analiticas sem ser necessario
a introdugao de reconfiguragdes na montagem de fluxo [9]. De facto, a versatilidade da SIA
permite que a mesma montagem de fluxo possa ser utilizada na implementagdo de
diferentes reacgdes e na execugdo de distintas determinagdes, sem que seja necessario
alterar a sua topologia.

O volume de amostra a utilizar na andlise é aspirado para um reactor (com um

comprimento adequado de forma a evitar o contacto das solugbes com o sistema de
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propulsdo), o mesmo acontecendo com a solugdo reagente, sob controlo temporizado.
Durante a fase de transporte, onde normalmente ocorre a inversdo do sentido do fluxo,
verifica-se a mistura entre amostra e reagente, sendo os produtos de reacgado
encaminhados para detecgao. A inclusdo do sistema de propulsao, em geral uma bomba
peristaltica com controlo remoto, no canal comum da vélvula selectora, permite o acesso a
amostra, dreno, solugdo de lavagem, reagentes e detector, apoiados em cada um dos
varios canais da valvula rotativa multiposigao.

Os componentes de um sistema SIA s&o os que constituem normalmente qualquer
técnica de fluxo continuo (Fig 1.2), sendo por isso equiparaveis aos de um sistema FIA,
divergindo no entanto ao nivel do sistema de injecgdo, no caso da SIA uma valvula
selectora multiposicao, e do seu controlo automatico. Outra caracteristica de realce que
distingue as duas técnicas, é o facto de na SIA o escoamento das solugbes nao se

processar sempre na mesma direcgao.

< ©

Fig 1.2 — Montagem SIA convencional: A - amostra; C - solugdo transportadora; R - reagente; V -

vélvula multiposi¢ao; L - reactor; D - detector; W - dreno; B - bomba peristaltica.

A SIA possibilita intervengdes ao nivel da amostra semelhantes as conferidas pela

FIA, sendo-lhe por isso atribuivel fungdes idénticas as referidas anteriormente para esta
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técnica, embora as suas caracteristicas funcionais, nomeadamente a configuragdo das
montagens analiticas e a inser¢édo temporizada de amostra e reagentes |he confiram
algumas vantagens, relativamente a FIA, em que se destacam: a possibilidade de
utilizagdo de um numero acrescido de reagentes, em montagens analiticas mais simples, 0
que permite implementar reacgdes mais complexas; um inferior consumo de reagentes e
de amostra, 0 que é acompanhado da produgdo de um menor volume de efluentes
indesejaveis; uma maior flexibilidade e versatilidade operacional e um mais efectivo
controlo do volume de amostragem numa base temporizada. Como desvantagem destaca-
se o custo bastante superior dos sistemas SIA, até porque a valvula multiposicdo é
bastante mais dispendiosa que a valvula convencional utilizada em FIA. Por outro lado, 0s
sistemas SIA ndo podendo operar em modo manuél necessitam por isso de um dispositivo

controlador, normalmente um computador.
1.2.3.Multicomutagdo

A multicomutagdo [18] representa um dos desenvolvimentos mais recentes em
termos de técnicas de fluxo. A sua grande diferenca em relagéo & FIA e a SIA reside na
utilizagdo, como dispositivos injectores, de valvulas electromecénicas activadas por um
solendide, sendo cada vdlvula accionada individualmente o que Ihe permite funcionar como
um monocomutador (Fig 1.3). Esta caracteristica permite a utilizagdo combinada de varias
valvulas solendides, dispostas em distintas topologias, de modo a criar uma rede de fluxo
consistindo em diferentes percursos analiticos, possibilitando assim uma grande
versatilidade na manipulagdo da zona de amostra, sem necessidade de introduzir
alteracdes na configuragdo da montagem analitica.

As valvulas solencides apresentam uma grande rapidez de comutagao, o que lhes

confere alguma vantagem relativamente aos outros dispositivos de injecgdo em termos de
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procedimento de insergdo de amostra e reagentes, o qual pode ser faciimente alterado e
ajustado com base num controlo temporizado.

Permitiram também a introdugdo de um novo conceito de inser¢do de amostra,
denominado de multicomutagdo com amostragem bindria, em que pequenas aliquotas de
amostra (a) (Fig 1.4) (da ordem dos plL) sdo intercaladas com pequenas aliquotas de
reagente (), definidas em fungao de um controlo temporizado, o que proporciona uma mais
rapida homogeneizagéo da zona de amostra e por isso um mais répido desenvolvimento da

reacgao.

~

Fig 1.3 — Montagem multicomutada convencional: A - amostra; C - solugdo transportadora; R -

reagente; V - vdlvula solendide; L - reactor; D - detector; W - dreno; B - sistema de propuisao.

Esta é outra vantagem da multicomutagéo: a reacg@o quimica tem inicio durante a
fase de amostragem, enquanto que em outros sistemas de fluxo, nomeadamente nos
sistemas FIA multicanal, o reagente ¢ adicionado & amostra apés a inser¢do desta no
percurso analitico, ndo sendo por isso o intervalo de amostragem aproveitado para

desenvolvimento da reacgao [18).

1-14



Introdugdo Geral

Na multicomutagdo a colocagdo do dispositivo de propulsdo ap6s o detector
simplifica a montagem, visto que as solugdes sdo aspiradas por um unico canal, havendo
uma redugéo do consumo de reagentes, embora aumente a probabilidade da ocorréncia de
bolhas de ar no interior do sistema analitico devido & menor pressdo. A colocagéo do
sistema de propulsdo antecedendo as vdlvulas solendides, portanto numa estratégia de
impulsdo das solugdes, obriga a utilizar um canal de impulséo por cada solugdo, o que é
conseguido pelo recurso a bombas peristalticas, complicando a montagem e obrigando a
uma recirculagdo das solugdes de modo a reduzir o seu consumo. Tem no entanto a

vantagem de limitar acentuadamente o aparecimento de bolhas de ar.

Fig 1.4 — Amostragem bindria: (A) a intercalagdo de pequenos segmentos de amostra (a) e
reagente (r) facilita a mistura destas duas solugdes durante a fase de transporte (B} e permite uma mais

répida homogeneizagdo da zona de amostra (C).

A multicomutagdo € capaz de um desempenho analitico semelhante ao da SIA
com algumas vantagens, onde se incluem os custos inferiores da montagem analitica

(nomeadamente das vélvulas de injecgdo) e uma optimizagdo dos recursos utilizados, visto
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que € possivel introduzir ou acrescentar uma valvula solendide por reagente, enquanto que
no caso da SIA, na maior parte das vezes ha canais da valvula selectora que ndo sao
utilizados. Por outro lado, com a multicomutagdo é possivel uma mais rapida
homogeneizagdo amostra/reagente, com uma menor dispersdo, através do recurso a
amostragem binaria, e uma superior velocidade de comutagdo, em virtude das
caracteristicas operacionais das valvulas de insergdo normalmente utilizadas.

Apresenta no entanto também algumas desvantagens, que estdo
fundamentalmente associadas com as caracteristicas operacionais dos dispositivos de
injeccao utilizados. No caso das valvulas solendides, verifica-se, nhomeadamente, uma
inferior robustez, pressbes de trabalho inferiores e uma inferior reprodutibilidade
operacional. Estes problemas poderdao ser ultrapassados, como sera demonstrado mais
adiante, utilizando valvulas pneumaticas, as quais sao, por outro lado, bastante mais
dispendiosas.

Conceptualmente, a topologia de uma montagem de fluxo multicomutado pode
assumir configuragbes distintas, as quais podem ser atribuidas semelhangas com as
topologias das redes informaticas. Assim, as valvulas solendides podem ser colocadas em
série, numa configuragao linear (Fig 1.5), a qual pode por sua vez ser fechada, resultando
numa configuragdo circular. Por outro lado, as vélvulas podem ser dispostas numa
configurag@o em estrela (Fig 1.3), ou pode mesmo adoptar-se uma topologia hierarquizada.
Podem também utilizar-se combinagées de configuragbes, o que serd sempre
condicionado pelo objectivo da analise.

O posicionamento em linha permite reduzir o nimero de valvulas a utilizar, para a
mesma aplica¢do, embora a temporizagao seja mais dificultada, aumentando por outro lado
a probabilidade de ocorréncia de bolhas no interior do sistema. A utilizagdo de uma
configuragao em estrela obriga a inclusdo de mais vélvulas e de um ponto de confluéncia,
embora o funcionamento da montagem seja mais ébvio e a sua temporizagao mais

acessivel. Nesta configuragdo um sistema de fluxo multicomutado pode funcionar como um
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sistema SIA tipico, com a vantagem de apresentar uma velocidade de comutagao muito

superior.

Fig 1.5 — Sistema de fluxo multicomutado com configuragdo linear: A - amostra; C - solugdo
transportadora; Ry e Rz - reagentes; V - vélvula solendide; L - reactores; D - detector; W - dreno; B -

sistema de propulséo.

Sendo uma técnica relativamente recente, a multicomutagéo, principalmente
quando em combinagdo com a amostragem bindria, ainda n&o atingiu a divulgagao e a
notoriedade que as suas qualidades e potencialidades certamente ja justificavam. A
semelhanca das reservas inicialmente colocadas a analise por injecc@o em fluxo e mais
recentemente a andlise por injecgdo sequencial, a multicomutagéo néo tem encontrado por
parte da comunidade cientifica a aceitagdo desejada. As razbes para esta falta de
receptividade prendem-se porventura com o seu carécter de novidade, ou entéo, hipétese
mais provavel, por alguma falta de robustez das valvulas solendides disponiveis
comercialmente, pela dificuldade em encontrar circuitos electronicos comerciais para
accionamento das valvulas, o que obrigava & sua construgdo, e uma natural resisténcia,

cada vez menos acentuada, & automatizagéo e a automagao.
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De qualquer forma, e apesar de alguma hesitagao inicial, a multicomutagéo tem
vindo a ganhar o seu espago proprio entre as metodologias em fluxo continuo, tendo ja em
1999 sido publicados um numero muito razoavel de trabalhos envolvendo a utilizagao desta
técnica, o que, combinado com uma cada vez maior disponibilidade de equipamento de
qualidade, permite antever um futuro com perspectivas positivas.

Uma vez que o trabalho desenvolvido teve por objectivo a implementagao de
metodologias analiticas em que se pretendeu explorar o potencial analitico da
multicomutagdo, considerou-se de interesse efectuar uma avaliagdo da evolugao,
obrigatoriamente recente, desta técnica, considerando as estratégias e desenvolvimentos
analiticos e tecnolégicos a ela associados. Um obstaculo a ter em conta quando se
pretende seriar o historial da multicomutagdo prende-se com a designagdo dada as
metodologias propostas e publicadas e a sua possivel classificagdo como exemplos de
multicomutagado. Enquanto que no caso da FIA, e depois da SIA, a sua denominagéo era
genericamente aceite, e por isso utilizada nos artigos cientificos publicados, com a
multicomutagdo muitos autores, apesar de utilizarem estratégias e conceitos inerentes a
multicomutagdo, nao reconhecem 0s seus trébalhos como tal, classificando-os geralmente
como metodologias alternativas de andlise em fluxo. Este facto implica que alguns dos
trabalhos classificados como de multicomutacdo, e que serao referidos mais adiante,

poderdo ndo ser reconhecidos pelos seus autores como tal.

1.2.3.1. A evolugao da multicomutagao

Em 1985, Rothwell e Woolf [10] propéem a utilizagao de uma valvula solendide
miniaturizada, disponivel comercialmente, para a injecgdo reprodutivel de volumes
varidveis de amostra com base num controlo de tempo. Na montagem desenvolvida, a
vélvula solendide era utilizada, conceptualmente, como o seria uma valvula rotativa

convencional, sem que tivessem existido grandes preocupagbes em termos de
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desenvolvimento de novos conceitos e novas estratégias de insercdo e manipulagao da
amostra. A valvula solendide, de trés vias, era controlada por um circuito temporizador, o
qual possibilitava a utilizagdo de tempos de amostragem até 0,4 s. O volume de amostra,
definido em fungdo do tempo de abertura da vélvula e do caudal, era propulsionado por
uma bomba peristéltica em direcgdo a um ponto de confluéncia, onde convergia com um
fluxo transportador. Enquanto a valvula permanecia na posigéo de fechada, a amostra era
encaminhada para dreno. Avaliada na determinagdo do fosfato pelo método do azul de
molibdénio, apresentava um desempenho semelhante ao de uma valvula rotativa
convencional, proporcionando um ritmo de amostragem superior embora com inferior
reprodutibilidade.

Em 1987, Malcolme-Lawes et al. [11] propdem sistemas de fluxo em que recorrem
a varias valvulas solendides, também de trés vias embora com uma construgéo diferente,
para insercdo temporizada de amostra e reagentes. A propulsdo das solugoes era
efectuada por intermédio de um gds sobre pressdo. Malcolme-Lawes e Pasquini
aperfeicoam este sistema no ano seguinte [12], de forma a permitir a andlise sequencial de
diversos analitos, com um ritmo de amostragem e uma sensibilidade reforgados. O sistema
analitico, controlado por um microcomputador, possibilitava o accionamento alternado das
diversas valvulas a uma frequéncia de 20 Hz, o que proporcionava uma eficiente mistura
de reagentes antes do contacto com a amostra, permitindo a salvaguarda de reagentes
com tempos de vida curtos. A preparagdo dos reagentes ocorria alternadamente com a
insergdo de um volume Unico de amostra, por aspiragao através de uma bomba de pistao,
em zonas diferentes da montagem analitica, as quais eram depois colocadas em contacto
para desenvolvimento da reacgdo e detecgdo. O volume de amostra era definido pelo
comprimento da tubagem de amostragem e ndo em fungdo de um controlo temporizado. O
sistema analitico desenvolvido apresentou um desempenho comparével ao de um sistema
FIA convencional, embora com a vantagem adicional de exibir um consumo de reagentes e

de amostra bastante inferior. Estas caracteristicas sdo também evidenciadas pela
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metodologia multiandlise proposta por Rocks em 1989 [13], denominada Analise em Fluxo
com Dispersdo Controlada, a qual, recorrendo a vérias valvulas solendides de trés vias
controladas por microprocessador, permitia a insergdo por aspiragdo de diferentes
reagentes de forma a possibilitar a execugéo de distintos ensaios.

Em 1992 Reis et al. [14] recorrem & utilizagdo combinada de um injector-comutador
e varias valvulas solendides para demonstrarem a simplicidade, versatilidade e facilidade
de implementag&o exibida por estes mecanismos, em diversas configuragdes de fluxo, que,
possibilitando a execugéo de diluigbes em linha ou com base no método das adigdes,
foram aplicadas na andlise de Ca, Mn e Zn em amostras vegetais. No mesmo ano, Faria e
Pasquini [15] concebem um dispositivo automatico constituido por 3 vélvulas solendides de
3 vias, projectado para ser usado como médulo de introdugao de amostras em sistemas
FIA. Este dispositivo, controlado por um circuito temporizador, permitia a amostragem de
volumes entre 20 e 300 pL, sendo no entanto o volume maximo limitado pelo comprimento
do tubo colocado entre duas vélvulas e que funcionava como canal de amostragem. Um
outro médulo de injecgdo, constituido também por 3 valvulas solendides e controlado por
um circuito temporizador, seria proposto cinco anos mais tarde [16], por um grupo de
investigadores da mesma universidade, para implementagéo de sistemas de fluxo continuo
monosegmentado.

Simplicidade e rapidez de andlise eram as vantagens fundamentais exibidas pelo
sistema proposto por Hara et al. em 1993 [17], o qual utilizava valvulas solendides de duas
vias (aberta/fechada) para inserir igual numero amostras, e depois uma valvula de trés vias
para seleccionar entre a amostra e uma solugdo de referéncia. Esta montagem seria
utilizada na determinagdo potenciométrica de cloreto, tendo como detector um eléctrodo
selectivo ao ido CI, com um tempo de andlise por amostra, independentemente da
concentragdo, entre 1,2 e 1,3 s.

Finalmente em 1994, Reis et al. [18] propde uma nova estratégia em termos de

manuseamento da amostra e introdugdo de reagentes, a qual designam de
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multicomutagéo, dando inicio & publicagdo de uma série de artigos cientificos dedicados
especificamente a esta técnica, que seria depois prosseguida com a publicagao de outros
cinco trabalhos. A multicomutagdo é apresentada como uma técnica de fluxo faciimente
implementavel, baseada na utilizagéo de valvulas solendides de trés vias em que cada
valvula funcionava como um comutador independente, possibilitando a criagdo de uma
rede de fluxo. Com um funcionamento simplificado permitia a utilizagdo de um Unico canal
propulsor, enguanto que um controlo temporizado da fase de amostragem possibilitava a
insergao, de forma reprodutivel, de volumes variaveis de amostra incluindo volumes de 2
uL. Revelava-se igualmente uma técnica rapida e com um muito baixo consumo de
reagentes. Simultaneamente & desenvolvido o conceito de amostragem bindria, em que a
inser¢cdo da amostra & efectuada por comutagédo alternada de duas valvulas solendides
apoiadas num ponto de confluéncia, responsaveis pela inser¢ao da amostra e do reagente,
com tempos de comutagdo extremamente curtos, o que permitia a intercalagdo de
pequenas aliquotas de ambas as solucgdes, resultando na obtengao rapida de uma mistura
homogénea com um padréo de baixa dispersdo. Alternativamente poderia utilizar-se uma
unica valvula, sendo a comutagéo efectuada entre as posigdes de amostra e reagente, com
resultados idénticos em termos de intercalagdo das respectivas solugdes. O controlo do
sistema analitico, nomeadamente das valvulas solendides e da bomba peristaltica
responsavel pela propulsdo das solugdes, por aspiragdo, era efectuado por
microcomputador.  Neste trabalho sdc também descritos os circuitos electrénicos
elaborados especificamente para accionamento das valvulas solendides, e que seriam
amplamente utilizados posteriormente. Avaliada na determinagao de ferro(lll) pelo método
do tiocianato, possibilitou um ritmo de amostragem de 220 amostras por hora, com um
consumo de 0,7 mg de tiocianato de potassio por determinagéo.

Em 1995, Martelli et al [19] publicam os resultados do segundo trabalho
envolvendo a utilizando de redes de fluxo multicomutado e amostragem binaria, para

determinagao espectrofotométrica de niquel, ferro e créomio em ligas de ago. As duas
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montagens de fluxo propostas divergiam na topologia do posicionamento das valvulas
solendides. Uma delas apresentava uma disposicéo linear das referidas valvulas, o que
permitia a utilizagéo de trés reagentes para determinagao de niquel. A segunda, com uma
disposicdo em estrela possibilitava a determinagdo sequencial de ferro(lll) e cromio(VI).
Ambas as montagens confirmaram as potencialidades da multicomutagéo evidenciadas ao
nivel do primeiro trabalho: uma répida homogeneizagdo amostra/reagente, o que permitia o
desenvolvimento mais rapido da reacgdo e por conseguinte a utilizagao de reactores mais
curtos - reactores intercalares de 15, 20 e 40 cm para a primeira montagem e reactor Unico
de 50 cm para o segundo caso — um baixo consumo de reagentes, boa precisdo e
exactiddo, e bons ritmos de amostragem, de 60 e 130 amostras por hora, respectivamente.
Estes ritmos de amostragem sdo compreensivelmente inferiores aos anteriores em virtude
das reacg¢des desenvolvidas implicarem a utilizagdo de um maior nimero de solugdes, quer
de reagentes quer de amostra. No mesmo ano foi apresentado o terceiro trabalho com
multicomutagdo [20], envolvendo desta vez a determinagao espectrofotométrica de
creatinina em amostras de urina, com base num método cinético e com implementagao de
uma nova estratégia de amostragem de zonas. Esta estratégia possibilitava a execugéo de
elevadas diluigdes em linha, recorrendo a apenas um unico fluxo transportador. A
montagem de fluxo proposta, envolvendo a utilizagdo de trés valvulas solendides, em
disposigao linear, e dois reagentes, utilizava dois canais propulsores: um para execucéo da
diluigao da amostra de urina, por amostragem temporizada da por¢éo mais terminal e mais
dispersa da zona de amostra, sendo rejeitada a porg@o remanescente; o segundo, para
controlar a paragem da zona de amostra, num banho aquecido, com o objectivo de
incrementar o tempo de reacgdo e por conseguinte a sensibilidade da determinagao. A
versatilidade e a elevada direccionalidade de fluxo proporcionada pela multicomutagao,
possibilitava que estas duas fases fossem levadas a cabo de forma independente. Mais
ainda, era possivel seleccionar uma zona de amostra para detecgdo e depois seccionar

transversalmente essa zona de amostra em duas porgbes, a anterior, encaminhada
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directamente para detecgao, e a posterior, sujeita a uma paragem de fluxo para incremento
do tempo de reacgdo. Estas duas fases ocorriam simultaneamente, e na sequéncia de uma
Unica insergao de amostra, sem afectar negativamente o ritmo de amostragem.

Em 1996 é proposto um sistema de fluxo multicomutado, com divis@o de fluxo, para
determinagdo espectrofotométrica simultanea de cobre e zinco em plantas [21]. A
montagem de fluxo envolvia a utilizagdo de duas solugdes transportadoras, sendo a
amostragem temporizada e a adigéo de reagentes efectuada por confluéncia. Uma diviséao
de fluxo, antecedendo a detecgao, possibilitava a divisdo da zona de amostra em duas
secgbes, as quais eram sujeitas a dois tempos de residéncia distintos, sendo depois as
concentragdes de cobre e zinco determinadas em fungéo das suas diferentes cinéticas de
reac¢ao. Contrariamente ao que acontecia nos trabalhos anteriores, as solugdes reagentes
e de amostra eram impulsionadas, e ndo aspiradas, com auxilio de um bomba peristaltica,
o que implicava a colocagéo invertida das vélvulas solendides e obrigava a um maior
consumo de amostra, sendo a solugdo transportadora recirculada. Os resultados obtidos
confirmam, além da qualidade esperada, a simplicidade e a precisdo do controlo
temporizado das valvulas solendides. No .mesmo ano é proposto um sistema de fluxo
multicomutado visando a determinagao espectrofotométrica sequencial de amonio e fosfato
em plantas [22]. A montagem de fluxo, que recuperava a filosofia de funcionamento inicial,
foi concebida com seis valvulas solendides, dispostas em estrela, e com dois pontos de
confluéncia. Cada uma das valvulas, de trés vias, apresentava uma das vias obstruida de
forma a funcionar como um monocomutador aberto/fechado. A introdugao temporizada de
amostra e reagentes, ao nivel de uma solugao por valvula, era efectuada por aspiragao
com bomba peristéltica através de canal unico. A introdugdo da amostra foi efectuada por
amostragem binaria, a tempos de intercalagdo amostra/reagente de 0,2 s, o que favorecia
a homogeneizagao. O sistema efectuava primeiro a determinagéo de aménio com salicilato,
em meio alcalino, e depois a determinagao de fosfato com molibdato, em meio &acido, e

apesar de implicar a utilizagdo de quatro reagentes e uma solugéo transportadora, exibia
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uma grande simplicidade de funcionamento, muito superior a que seria obtida com um
sistema FIA convencional, e com um muito menor consumo de reagentes.

Korn et al. [23] exploraram todo o potencial da multicomutagdo e da amostragem
binaria, em especial a sua capacidade para gerar gradientes de concentragdo, na
implementagdo de um sistema de titulagdo em fluxo, com detec¢do do ponto de
equivaléncia por espectrofotometria e recurso a uma estratégia de procura binaria. Na
metodologia proposta, que nao recorria a uma calibragdo prévia, as condigdes de
estequiometria da reacgdo eram obtidas por variagdo gradual do volume de amostra e de
titulante, mantendo no entanto constante o volume global da mistura. O conceito de
procura binaria estava associado a procura da variagdo minima da fracgéo volumetrica, e
por isso da proporgao relativa de amostra e titulante, que produzia uma mudanga na cor do
indicador. A montagem de fluxo desenvolvida, apresentando as caracteristicas basicas da
disposicdo em estrela e recorrendo a trés valvulas solendides, permitia a titulagdo de
amostras num intervalo alargado de concentragdes, num curto espago de tempo, com
elevada precisdo e reduzido consumo de solugdo. Uma outra metodologia de titulagao
baseada numa rede de fluxo multicomutado e numa estratégia de procura binaria, seria
proposta por Martelli et al. em 1999 [24], a qual introduzia algumas alteragdes em relagao a
proposta anterior, nomeadamente ao nivel da detecgado potenciométrica do ponto de
equivaléncia e da utilizagdo de um fluxo monosegmentado. Outra diferenga fundamental
residia no modo de processamento da procura bindria para localizagdo do ponto de
equivaléncia, o qual era efectuado pelo método de Fibonacci [23] no primeiro caso e por
aproximagdes sucessivas no segundo. Por outro lado, a fracgdo volumétrica
correspondente & amostra era mantida constante, variando a adi¢ao de titulante, o que
obrigava a utilizagdo de uma solugdo diluente, sempre que a fracgdo volumétrica do
titulante diminuia, de forma a evitar variagdes na matriz da amostra. A montagem de fluxo
era semelhante a proposta por Korn et al. incluindo duas valvulas extra para insergao de ar

e de solugéo diluente.
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A exploragdo de gradientes de concentragdo em sistemas de fluxo multicomutado
seria retomada por Wang et al. em 1998 [25] para a titulagao potenciométrica de calcio e
para a determinagdo espectrofotométrica de ortofosfato pelo método do azul de molibdénio.
Neste trabalho, que os autores ndo associaram ao conceito de multicomutagdo, uma
montagem constituida por quatro valvulas solendides de duas vias (aberta/fechada)
permitia a inser¢do de volumes variaveis de amostra e reagentes, com base numa rotina
temporizada, & semelhanga do trabalho desenvolvido por Reis et al. em 1994. A base do
método volumétrico era a definicdo de um intervalo de tempo, normalmente dei1s,ea
variacdo da fracgdo desse intervalo que correspondia a manter na posicao de aberta a
valvula de amostra ou a valvula de reagente. A determinagdo espectrofotométrica de
ortofosfato era baseada na insercdo temporizada e intercalada de pequenas aliquotas de
amostra e reagente, num processo idéntico a amostragem bindria anteriormente referida.
Alids, depois do trabalho para determinagao de fosfato em plantas, publicado por Kronka et
al. em 1996 [22), na quinta parte da série dedicada & multicomutagao, os mesmos autores
publicaram em 1997 [26] um outro trabalho para determinacéo de fosfato em aguas. A
montagem analitica apresentava algumas vantagens relativamente a proposta anterior,
como seja a possibilidade de determinar fosfato numa ampla gama de concentragoes. Esta
melhoria foi conseguida & custa da utilizagéb de dois reactores paralelos e da
implementagdo de uma estratégia de paragem de fluxo: enquanto que uma zona de
amostra era retida no interior de um dos reactor durante algum tempo, de modo a aumentar
o tempo de reacgdo e, assim, a sensibilidade da determinagdo, uma segunda zona de
amostra, idéntica a primeira, era inserida e detectada. Deste modo, obtinham-se duas
leituras para a mesma amostra, com dois tempos de reacgéo e por isso com magnitudes
de sinal distintas, que poderiam ser interpoladas em intervalos de concentragdo diferentes.

Uma estratégia de paragem de fluxo semelhante, para incremento do tempo de
residéncia e por isso da sensibilidade da andlise, foi utilizada por Tumang et al. [27] para

determinagado espectrofotométrica de boro em plantas. A montagem analitica desenvolvida
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apresentava cinco vélvulas solendides de trés vias e uma de quatro vias, dispostas de
forma a criar trés percursos analiticos alternativos, com comprimentos idénticos, nos quais
eram inseridas e retidas trés zonas de amostra durante o tempo necessario para que a
reacgao fosse completa, procedendo-se depois a detecgdo. As solugdes reagentes e a
amostra eram impulsionadas, em vez de aspiradas, através de uma bomba peristaltica, e o
volume de amostra inserido era definido pelo comprimento do canal de amostragem e néao
por temporizagao. O sistema proposto possibilitava assim o desenvolvimento de reacgdes
lentas, por aumento do tempo de reacgdo, sem que esse facto se repercutisse
negativamente no ritmo de amostragem. De facto, foram obtidos ritmos de amostragem de
35 amostras por hora, apesar do tempo de andlise por amostra ser de 3 min.

De igual modo Lapa et al. [28] propuseram um sistema de dupla paragem de fluxo,
envolvendo a utilizagéo de cinco valvulas solendides, o qual foi utilizado na determinagao
espectrofotométrica de amiloride em preparagdes farmacéuticas. A amostragem bindria de
amostra e reagentes permitia homogeneizar mais rapidamente a zona de amostra, a qual
era depois parada durante dois minutos, para incremento do tempo de reacgao, e por isso
da sensibilidade, sem afectar negativamente o ritmo de amostragem.

A realizacéo de diluigbes em linha, com o objectivo de aumentar a amplitude do
intervalo de concentragdes determinaveis, foi o objectivo de quatro trabalhos envolvendo
sistemas de fluxo multicomutado. Em 1996, Giné et al. [29] propuseram uma montagem
analitica baseada na amostragem binaria, capaz da insergdo de fracgdes volumétricas
variaveis de amostra, ajustaveis sempre que a sua concentragao fosse superior ao limite
estabelecido pela etapa de calibragado. Este ajuste era efectuado através da intercalagéo
temporizada de uma solugdo diluente de modo a que, mantendo constante o volume
amostrado, a fracgdo volumétrica da amostra fosse reduzida. A razdo entre a fracgdo
volumétrica inicial e a ajustada, comparada numa base de tempo, definia o nivel de diluigdo
produzido. Uma estratégia semelhante foi desenvolvida por Gouveia et al. [30] e aplicada

em ensaios de dissolugdo de comprimidos. A montagem analitica permitia a diluigdo
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automatica da amostra, sempre que o sinal analitico fosse mais elevado que o limite
superior da zona de linearidade, através da redugéo do volume de amostragem, 0 que era
conseguido tanto por diminuigdo do tempo de amostragem (no caso da insergao de uma
dnica aliquota) para valores entre 0,05 e 2 s, como por redugdo da fracgéo volumétrica
correspondente & amostra (no caso da amostragem binaria). O factor de diluicao era
avaliado com base na relagdo linear estabelecida entre tempo de amostragem e sinal
analitico, que era considerada valida sempre que o volume amostrado fosse inferior a
metade do volume necessério para atingir o estado estacionario. Por sua vez, Rocha et al,,
também em 1998 [31], desenvolveram um sistema de diluicdo automatica capaz de
fornecer valores de reduzida, média e elevada dispersdo, sem necessidade de reconfigurar
a rede de fluxo. Este desempenho foi conseguido por redugéo do volume de amostragem e
por amostragem de zonas, quer isoladamente quer em combinagdo com uma estratégia de
divisdo de fluxo. A montagem de fluxo com seis valvulas, e envolvendo a impulséo das
solugdes, permitia a selecgéo de dois percursos analiticos, com dimensdes diferentes, para
realizar a amostragem temporizada de zonas ou a diviséo de fluxo, possibilitando a dilui¢ao
da amostra antes da adi¢do dos reagentes e, deste modo, a obtengéo de coeficientes de
dispersdo com valores entre 2,15 e 754. Mais recentemente Lapa et al. [32] desenvolveram
um sistema de fluxo multicomutado com uma configuragdo simples para detecgao
fluorimétrica de isoniazida em preparagdes farmacéuticas, o qual, implementando uma
estratégia de diluigdo por remogéo da zona de amostra mais concentrada, foi aplicado em
ensaios de dissolugdo de comprimidos.

A versatilidade demonstrada pela multicomutagdo, que, como foi referido
anteriormente, tao bem foi aproveitada por varios investigadores para a produgdo de
gradientes de concentragao, foi, pelo contrérid, utilizada por Lapa et al. em 1997 [33] para o
desenvolvimento de um sistema de fluxo que permitisse a eliminagdo desses mesmos
gradientes de concentragao e dessa forma compensar o efeito Schlieren frequentemente

associado a determinagdes espectrofotométricas. A montagem analitica desenvolvida,
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recorrendo & amostragem bindria, implicava a preparagdo em linha da solugao
transportadora, o que permitia conferir-lhe um perfil de concentragéo idéntico ao da zona
de amostra, produzindo-se assim um fluxo com um indice de refracgdo homogéneo o que
evitava a ocorréncia de perturbagbes na detecgdo. Este sistema foi aplicado na
determinacéo espectrofotométrica de pindolol por complexag&o com o Fe(lll).

Sendo os detectores espectrofotométricos os mais frequentemente incorporados
em sistemas de fluxo multicomutado, a facilidade de controlo e a versatilidade demonstrada
pela multicomutagdo possibilita que outros tipos de detectores possam ser usados com
sucesso. Assim, em 1998, Silva et al. [34], propuseram uma metodologia de fluxo para
determinagdo de cadmio, chumbo e niquel por espectrometria atomica de absorgdo com
atomizag@o em fio de tungsténio apés separagdo e pré-concentragdo em linha. Mesmo
considerando que o énfase deste trabalho foi colocado nas etapas de pré-concentragao e
atomizagdo da amostra, o sistema multicomutado utilizado proporcionou um eficiente e
simplificado manuseamento da amostra e dos reagentes. A facilidade de acoplamento da
multicomutag&o ficou bem demonstrada no trabalho publicado no mesmo ano por Pozebon
et al. [35], em que um sistema de fluxo multicomutado envolvendo um processo de
separacdo e pré-concentragdo em linha, foi acoplado a um sistema com atomizagao em
plasma induzido e detecgao por espectrometria de massa (ICP-MS) para determinagéo de
Cu, Cd, Pb, Bi e Se(lV) em agua do mar.

Outra técnica de detecgdo acoplada a sistemas de fluxo multicomutado foi a
espectrofluorimetria. Além do trabalho referido anteriormente [32] Lapa et al. propuseram
também em 1997 [36], uma metodologia para determinagdo fluorimétrica de acido fdlico
apés fotodegradagdo. A montagem de fluxo implementada incluia uma lampada de
uItrévioIeta de baixa pressdo, em redor da qual se encontrava enrolado o reactor onde
ocorria a irradiagdo directa das solugdes de &cido fdlico, sendo depois os produtos
resultantes da degradagdo fotoquimica detectados por fluorimetria. A insergao de

diferentes volumes de amostra - em fungao de distintos tempos de amostragem - permitiu
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que a andlise fosse efectuada num intervalo alargado de concentragbes. O sistema
analitico tinha autonomia para escolher o tempo de amostragem mais adequado a
concentragdo da amostra. Uma estratégia de fotodegradagdo semelhante foi proposta por
Calatayud et al. em 1998 [37] para a determinagado espectrofotométrica sequencial de
nitrito e nitrato.

No mesmo ano Vieira et al. [38] propéem um sistema de fluxo multicomutado para
determinagdo turbidimétrica de sulfato em plantas. A rede de fluxo apresentava 5 valvulas
solendides dispostas em estrela, rodeando um ponto de confluéncia. A semelhanga do
sucedido em trabalhos anteriores a amostra era intercalada com pequenos trogos de
reagente, por amostragem bindria, sendo as solugbes aspiradas por canal unico. A
utilizagédo de dois volumes de amostragem possibilitou a determinagao de sulfato em dois
intervalos de concentragao distintos, com um baixo consumo de reagentes. Assim, um
volume de zona de amostra de 160 pL (94 uL de amostra), correspondente a cinco ciclos
de intercalagdo de amostra/cloreto de bario/sulfato, com volumes de 18,8/9,9/3,3 pL,
respectivamente, foi usada para uma gama de concentragdes entre 0-150 mg L™, enquanto
que uma zona de amostra de 132 pL (54 puL de amostra) obtida com quatro ciclos a
13,2/9,9/3,3 uL, das mesmas solugdes, foi usada para andlise no intervalo 100-500 mg Jok
Estes resultados confirmam a versatilidade da multicomutagdo, em que qualquer sequéncia
ou volume de amostragem pode ser facilmente seleccionado sem necessidade de alterar a
configuracgéo do sistema.

A elevada direccionalidade de fluxo e a ampla capacidade de intervengéo sobre a
zona de amostra proporcionadas pela multicomutagdo, ficou bem patente no trabalho
publicado por Lapa et al. em 1998 [39]. A rede de fluxo implementada com uma
configuragdo circular aberta, permitia que, através de uma adequada temporizagao das
valvulas solendides, a zona de amostra fosse permanentemente recirculada, possibilitando
a sua multidetecgcao. A recirculagdo possibilitava, por outro lado, que a zona de amostra

fosse continuamente diluida, até que a sua concentragéo se adequasse a zona de resposta
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linear do detector. A diluigdo era reforgada por remogdes consecutivas, das porgoes mais
terminais da zona de amostra. Paralelamente, conseguia-se uma renovagao do reagente
cromogénico e das interfaces de reacg&o, o que resultava num aumento da velocidade de
reacgao.

Sendo as bombas peristdlticas e as bombas de pistdo os dispositivos mais
utilizados para propulsdo de solugdes em sistemas de fluxo multicomutado, a simplicidade
e facilidade de operagéo e controlo, que caracterizam a multicomutagao, sao tao evidentes,
que mesmo um maédulo de andlise em que a propulsao das solugbes era efectuada pela
forca gravitacional, como o apresentado por Reis et al. em 1996 [40], apresentava uma

elevada eficiéncia analitica, a um custo ainda mais baixo.

1.3.Metodologias analiticas automdticas para andlise de produtos

farmacéuticos

A andlise de farmacos, quer na forma de preparagdo farmacéutica quer como
matéria-prima para a sua produg&o, e a sua determinagao, conjuntamente com a dos seus
metabolitos, em amostra bioldgicas (soro, plasma, saliva, urina, e outra secregdes),
constitui grande parte da actividade desenvolvida pelos laboratérios farmacéuticos e
clinicos. O crescimento continuo registado na requisi¢ao e utilizagdo de procedimentos
analiticos, nestas areas, motivou a procura de metodologias mais eficientes e, sobretudo,
com uma importante componente de automatizagéo.

Em termos de analise farmacéutica, a FIA é sem duvida a técnica mais divulgada e
mais utilizada nos trabalhos cientificos publicados, o que é em parte explicado pela sua
antiguidade, que Ihe confere um conhecimento, aceitagao e fiabilidade superiores aos das
outras técnicas, embora as aplicagdes com SIA tenham vindo a alcangar uma notoriedade
de realce. A multicomutagdo, como técnica mais recente, tem um campo de aplicagé@o por

enquanto bastante limitado, embora as perspectivas futuras, suportadas por um grande
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potencial analitico, sejam muito positivas, como por exemplo na aplicagao em ensaios de
dissolugdo com varios vasos em simultdnec ou quando as amostra apresentem uma
grande variabilidade de concentragéo.

Com este trabalho pretendeu avaliar-se todo este potencial na andlise de produtos
farmacéuticos, através do desenvolvimento e implementagdo de metodologias analiticas
baseadas na multicomutagdo as quais pudessem constituir alternativas vantajosas aos
procedimentos ja utilizados. Procurou-se também que as metodologias desenvolvidas
possibilitassem diferentes tipos de intervengdo sobre a amostra, como a sua diluigéo,
recirculacdo e degradagdo fotoquimica, que funcionassem como estratégias analiticas
inovadoras, e pudessem ser aplicadas a distintas situagbes analiticas, envolvendo

diferentes tipos de detectores .
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CAPITULO

2

PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo abordados os procedimentos gerais utilizados na preparagéo
das solugdes, tanto em termos de amostras como de padres, bem como no que diz
respeito aos materiais, técnicas e produtos utilizados. Serao tambeém referidos os
instrumentos usados, sendo dado um especial énfase as suas caracteristicas e modo de
funcionamento, e serdo igualmente discutidos os aspectos fundamentais que condicionam
a sua utilizagdo. Destacar-se-a, neste contexto, 0 equipamento utilizado na concepgao das
montagens de fluxo desenvolvidas.

Serao feitas referéncias especiais as valvulas de insergdo utilizadas, dado o papel
preponderante que desempenham nas montagens desenvolvidas, determinando e

caracterizando de forma decisiva o desempenho dos sistemas de fluxo implementados.
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2.1.Reagentes e solugdes

A agua utilizada na preparagdo das solugdes era agua bidesionizada, obtida por
passagem através de duas resinas de leito misto, o que garantia uma conductividade
especifica inferiora 0,1 uS cm™.

Os reagentes usados para preparagao das soluges eram de qualidade pro analisis
ou similar e foram utilizados sem qualquer tratamento ou purificagdo adicional. Os
farmacos utilizados para preparagdo das solugdes padrdo tinham, sempre que possivel,
caracteristicas em conformidade com as normas estabelecidas pela Farmacopeia

Portuguesa VI.
2.2.Equipamento e instrumentagéao

No trabalho desenvolvido foi utilizado material de vidro de classe A.

Como instrumento de medida de volumes foram usadas pipetas automaticas de
volume regulavel da marca Gilson, modelos P100, P1000 e P5000, previamente calibradas.

As determinacbes espectrofotométricas utilizadas como métodos de referéncia,
com o objectivo de avaliar comparativamente os résultados fornecidos pelas metodologias
desenvolvidas, foram realizadas com o auxilio de um espectrofotémetro de UVNIS, de
feixe duplo, da marca Hitachi, modelo U2000.

As determinagdo cromatogréaficas, utilizadas como método de referéncia, foram
realizadas com um sistema cromatografico Waters, modelo ACTION Analyser, acoplado a
uma bomba de alta pressdo da marca Gilson, modelo 302, e a um detector UV da marca
Gilson. Foram também usadas colunas de fase revertida Waters Nova-Pak Csg (300-mm X
3,9-mm d.i., com particulas de 4 um de diametro). Este sistema cromatografico era
controlado por intermédio de um microcomputador, com software Gilson 712 HPLC, ao

qual estava ligado por intermédio de uma interface Gilson 506C.
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As titulagbes potenciométricas em meio n&o-aquoso, usadas como método de
referéncia, foram efectuadas com um titulador automatico implementado no Laboratério de
Quimica-Fisica, o qual era constituido por uma microbureta Crison, modelo Micro BU 2031,
um voltimetro digital (com uma sensibilidade de +0,1 mV) da marca Crison, modelo 2002,
um agitador Crison, modelo Micro ST 2039, um eléctrodo de pH Ingold, referéncia 10/402 e
um eléctrodo de dupla junca@o Orion, referéncia 900200. No caso da determinagao de
cloretos em solugdes parenterais o eléctrodo de pH foi substituido por um eléctrodo
sensivel a catido prata(l) de membrana cristalina homogénea, construido no Servigo de
Quimica-Fisica [1], Como unidade de controlo de todo este equipamento foi utilizado um
computador Hyundai Super 16, equipado com uma interface Advantech, modelo PCL 720,
o qual estava ligado a uma impressora Epson LX800.

As titulagdes efectuadas com detecgdo visual do ponto de equivaléncia foram
executadas com recurso a uma bureta Crison Micro BU 2031 e a um agitador Crison Micro

ST 2039.

2.2.1.Montagens de fluxo multicomutado

O desenvolvimento das metodologias analiticas propostas foi baseado na
implementagdo de montagens de fluxo, com uma caracterizacdo e um desempenho
condicionados aos objectivos pretendidos, e que, embora divergindo no funcionamento,
exibiam recursos e componentes comuns, nomeadamente no que diz respeito aos
sistemas de propulsdo e transporte, sistemas de inser¢do de amostra, sistemas de
detecgédo e sistema de controlo, que constituiam os componentes bésicos dos sistemas

analiticos genericamente utilizados.
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2.2.1.1.Sistemas de propulsao e transporte

A escolha e colocagdo do sistema de propulsdéo na montagem de fluxo, -foi
condicionada por varios aspectos: a necessidade de obter um caudal constante,
fundamental para assegurar uma adequada reprodutibilidade tanto no transporte da zona
de amostra como quando a amostragem € efectuada numa base de tempo, a simplicidade
da montagem, e a facilidade de operagao e de controlo. Nestas circunstancias, a utilizagao
de uma bomba de pistdo, baseada no funcionamento continuo de um pistdo ou émbolo,
permitia atingir estes objectivos com alguma vantagem em relagao as bombas peristalticas,
uma vez que se limitava a ocorréncia de fluxos pulsados além de proporcionar um mais
facil e flexivel controlo. No que se refere & colocagéo do sistema propulsor na montagem,
estabelecendo a forma de transporte da zona de amostra por impulsédo ou aspiragao, a
bomba peristaltica poderia possibilitar uma maior versatilidade no caso da impulsao, uma
vez que permitiria impulsionar simultaneamente varias solugbes, enquanto que seria
necessaria uma bomba de pistao para cada solugdo. No entanto, em modo de aspiragao o
seu desempenho é semelhante, visto que é suficiente um Unico canal de transporte. Pelos
motivos apresentados a escolha do sistema de propulséo recaiu sobre a bomba de pistao,
utilizada em modo de aspiragao.

Nos trabalhos desenvolvidos foram utilizados dois tipos de bomba de pistao: um da
marca Razel modelo A-99, equipado com uma seringa de 50 mL, que foi utilizado nas
determinagdes de acido félico, pindolol e cloretos, e um segundo sistema, da marca Crison
modelo Micro BU 2031, equipada com uma seringa de 5 mL, que foi por sua vez utilizado
nas determinagdes de isoniazida e amiloride. As bombas de pistdo eram ambas operadas
por um motor passo-a-passo, o qual era controlado externamente por um microcomputador
através de protocolo série RS232, divergindo no entanto na forma como se efectuava este
controlo: enquanto que o sistema Crison possufa um controlador interno, com comandos

préprios invocados a partir do computador, o sistema Razel ndo o possuia, recebendo
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todas as instrugdes de operagao directamente do computador. Outra diferenga entre os
dois sistemas residia no volume da seringa que poderia ser acoplada, o qual condicionava
o seu desempenho a varios niveis. Assim, no caso da bomba Razel, que permitia o
acoplamento de seringas de maiores dimensdes, foi acoplada uma seringa de 50 mL. Esta
seringa possibilitava que o tempo de operagdo sem necessidade de esvaziamento fosse
bastante superior, o que se afirmava como vantajoso em termos de ritmo de amostragem.
No entanto, pelas suas dimensdes, o seu esvaziamento automatico era bastante moroso.
Apresentava, por outro lado, um curso de émbolo mais longo, devido ao tamanho da
seringa, em que a forga exercida era muito superior e por isso mais sujeito a deformagoes,
0 que era agravado pelo facto da seringa ser de material plastico e por isso apresentar
menor rigidez. No caso da bomba Crison, foi acoplada uma de seringa de 5 mL, o que
motivou que fosse necessario proceder a esvaziamentos mais frequentes, embora também
muito mais rapidos. Mais ainda, o sistema Crison incorporava ja uma valvula automatica
para esvaziamento, o0 que ndo acontecia com o sistema Razel, tendo por isso esta que ser
incorporada.

Em virtude destas caracteristica, e com o objectivo de simplificar a
operacionalidade das montagens, sem que com isso houvesse uma perda de eficiéncia,
decidiu-se, no caso da utilizagdo do sistema Razel, evitar o controlo por computador. Isto
equivale a dizer que se estabelecia o caudal requerido, de forma manual, e que sempre
que a seringa se encontrava cheia, se procedia ao seu escoamento manual, 0 que de
qualquer forma permitia utilizar a seringa durante quase 100 minutos (para um caudal de
0,5 mL min™') ininterruptamente.

No caso da bomba Crison o seu controlo por computador era inevitavel, sendo
efectuado com base no facto de que o curso completo do émbolo da seringa correspondia
a 2500 passos, dependendo o volume por passo do volume da seringa acoplada. O
controlo era efectuado por um microcomputador, sendo a transmissdo da informagao

efectuada através de protocolo série, padrdo RS-232. A ligagdao a porta série do
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microcomputador foi efectuada por intermédio de uma ficha DB25 e a ligagéo & bomba com
uma ficha DIN3. Para transmissao da informagéo o protocolo utilizado foi: i) velocidade de
transmissao: 2400 bit por segundo (baud); ii) controlo de paridade na recepgao: par; iii)
sincronizagao: 1 bitinicial (start bif) e 2 bit no final (stop bit); iv) Caracter: 7 bit.

As instrugdes de controlo da bomba eram enviadas sob a forma de sequéncias
lineares de caracteres (strings) com o seguinte formato: i) primeiro caracter: identificagao
do dispositivo (nimero do dispositivo de 0 a 9) no conjunto de dispositivos; ii) segundo
caracter: posicionamento da valvula integrada, responsavel pela entrada/saida das
solugbes. O formato utilizado era “I” (inpuf) para entrada e “O” (output) para saida; iii)
terceiro caracter: sentido de movimentagdao do motor passo-a-passo. A informagéo é
transmitida sob a forma de “D” (dispense) para despejar e de “P” (pick-up) para encher. iv)
quarto caracter: nimero de passos a percorrer pelo motor (num maximo de 2500) no
sentido definido.

As instrugdo em linguagem BASIC destinadas a enviar, pela porta de comunicagao

série, 0s sinais responsaveis pela movimenta¢ao da bomba de pistao Crison, eram do tipo:

OPEN “COMX:BAUD,PARIDADE,CARACTER,STOPBIT” FOR OUTPUT AS #Z

PRINT #2Z, “NVMXXX"

(sendo N o nuimero da bomba de pistao, V a posigdo da valvula (input/output), M o

sentido do movimento (dispense/pick-up) e XXX o numero de passos a executar).

Estas instrugbes eram depois integradas na programagdo das rotinas de
temporizagdo do sistema analitico, o que permita a operagéo continua da bomba de pistao.
O sistema de transporte das solugdes (reactores) utilizado nas montagens
desenvolvidas era constituido por tubagens em teflon (PTFE) da marca OMINIFIT, com

um didametro interno de 0,8 mm, ligados entre si por ligadores e terminais de fabrico
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préprio. A geometria dos reactores foi estabelecida por entrelagamento das tubagens sobre
uma rede plastica ou entdo por enrolamento helicoidal. As confluéncia utilizadas eram de
construgao laboratorial e fabricadas em perspex, com diferentes configuragoes. As ligagdes
as tubagens foram efectuadas por intermédio de pequenos tubos de silicone com cerca de

10 mm de comprimento e 1,2 mm de diametro.

2.2.1.2.Sistemas de insergdo

Os dispositivos de insergdo sao os elementos fundamentais num sistema de fluxo
multicomutado, condicionando de forma decisiva o seu desempenho e a qualidade dos
resultados obtidos. Nos trabalhos desenvolvidos, para insergdo das diferentes solugdes -
foram utilizadas valvulas solendides e pneumaticas. A insergao das amostras era efectuada
por comutagéo das vélvulas para a posi¢do da solugdo de amostra, permanecendo nesta
posicdo durante um intervalo de tempo definido, denominado tempo de amostragem (t,)

que permitia estabelecer, em fungao do caudal utilizado, o volume amostrado.

2.2.1.2.1.Valvulas solendides

As valvulas solendides (valvulas com activagdo electromecénica por solendide)
eram da marca NResearch Inc., e possuiam uma configuragdo cilindrica e reduzidas
dimensées (1,9 cm de didmetro e 2,92 cm de altura). Apresentavam igualmente um
conjunto de caracteristicas que as tornavam atraentes, na perspectiva da sua aplicagao em
montagens analiticas, como sejam: i) reduzidos volumes mortos; ii) reduzido volume
interno; iii) pressdo maxima de funcionamento de 30 psi; iv) curto tempo de resposta,
permitindo frequéncias de comutagdo de 10 Hz; v) elevada resisténcia quimica

(revestimento em PTFE); vi) baixo custo; vii) alimentacéo a 12 V/0,8 A.
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Foram utilizados dois tipos fundamentais de valvulas solenéidesr.vélvulas de 3 vias
(uma entrada/duas saidas) modelo 161 T031 (Fig 2.1) e valvulas de 2 vias (uma
entrada/uma saida) modelo 161 TO11 (normalmente fechada).

O funcionamento das valvulas era condicionado pela direcgao da pressao exercida '
sobre uma membrana em teflon, que define o percurso das solugdes: no caso das valvulas
de 3 vias, o accionamento do nucleo do solendide empurrava a membrana de teflon,
estabelecendo um dos percurso; apos o desligar da valvula, uma mola helicoidal
recolocava a membrana de teflon na sua posi¢ao inicial estabelecendo o percurso
alternativo. No caso das valvulas de 2 vias, uma mola exercia pressao sobre a membrana
de teflon obstruindo o percurso (valvulas normalmente fechadas) e quando a valvula era
accionada, o nucleo do solendide pressionava a membrana na direc¢do contraria,
promovendo a abertura da valvula. Para as valvulas de 2 vias normalmente abertas, o
modo de funcionamento era o oposto: o accionamento da valvula obrigava o nucleo do
solendide a pressionar a membrana de teflon obstruindo o percurso, contrariando a acgao
da mola helicoidal que o mantinha aberto.

Um dos aspectos criticos relacionados com a utilizagdo das valvulas solendides
dizia respeito & sua ligagdo as tubagens e reactores, no interior dos quais decorria 0
transporte das solugdes. Uma vez que os ligadores disponiveis comercialmente permitiam
a entrada de bolhas de ar na montagem, em virtude do abaixamento da presséo promovido
pela aspiragdo exercida, tornou-se necessario construir ligadores mais convenientes, de
forma a limitar este fenémeno. Estes novos ligadores, construidos por técnico
especializado, seriam depois alterados, através da perfuragdo de um orificio onde era
colocado e colado um tubo de cerca de 1 cm, em silicone, no interior do qual passava

depois a tubagem.
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Fig 2.1 — Esquema da vélvula solendide de trés vias: A-nticlec do solendide; M-membrana de

teflon: L-mola helicoidal; C-corpo em teflon para ligagdo das tubagens; P-parafuso de aperto.

2.2.1.2.2.Vélvulas pneumaticas

As vélvula pneumaticas utilizadas era vélvulas pneumaticas de quatro vias (duas
entradas/duas saidas) VICI Cheminert, modelo NAV0054, produzidas pela Valco
Instrumental Co. Inc (Fig 2.2). Estas valvulas eram comutadas, por rotagao entre as suas
duas posicées (através de um parafuso-sem-fim), por acgéo de ar comprimido (a uma
pressdo entre 60 e 80 psi). O fluxo de ar destinado a accionar as valvulas era controlado
por intermédio de duas vélvulas solendides de 3 vias que ja faziam parte do equipamento
original, o mesmo acontecendo com o circuito controlador, o que permitia que o seu
controlo fosse efectuado directamente por sinais TTL, enviados a partir da interface de
controlo. As ligagbes as tubagens era efectuadas por ligadores especificos, que se

revelaram eficientes.
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Fig 2.2 — Esquema global da vélvula pneumdtica: V-vélvula rotativa de duas posigcdes; S-valvulas
solendides de trés vias para controlo da admissao de ar; l-entrada de ar para as vélvulas solendides; A-
admisséo de ar obriga a rotagdo da valvula (V) no sentido contrdrio ao dos ponteiros do relégio (Rz); B-
admissdo de ar obriga a rotagdo da vélvula (V) no sentido dos ponteiros do relégio (R:); R-parafuso-sem-

fim que define o eixo de rotagao; C-corpo do actuador pneumdtico; T-tubagem de ar.

2.2.1.3.Sistemas de detecgao

Os sistemas de detecgao incorporados nas montagens de fluxo multicomutado
eram detectores espectrofotométricos, no caso das determinagdes de pindolol, cloreto e
amiloride e detectores fluorimétricos no caso das determinagdes de &cido fdlico e
isoniazida: no caso da determinagdo de pindolol (capitulo 4) foi usado um
espectrofotometro LaboMed modelo Spectro 22RS equipado com uma célula de fluxo
Hellma, com um volume 6ptico de 18 L e um percurso éptico de 1 cm. Este equipamento

seria também usado na determinagao de cloreto em solugdes parenterais (capitulo 5). As
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determinagdes de amiloride (capitulos 7) foram executadas com incorporagdo na
montagem de fluxo de um espectrofotémetro Jenway modelo 6100 equipado com a célula
de fluxo anteriormente referida.

Para as determinagbes de acido félico e isoniazida (capitulos 3 e 6) o detector
fluorimétrico usado foi um espectrofluorimetro Perkin-Elmer, modelo LS-30 equipado com

uma célula de fluxo com o volume éptico de 7 pL.

2.2.1.4.Sistema de controlo

2.2.1.4.1.Aparelhagem

Como unidade central de aquisigao e processamento de dados e de controlo do
equipamento componente dos sistemas de fluxo multicomutado desenvolvidos, foram
utilizados microcomputadores baseados em processadores Intel. Este microcomputadores
estavam equipados com 8 Mbytes de memdria RAM, placa grafica VGA ou SVGA, duas
portas de comunicag¢ao série, uma porta de comunicagéo paralela, uma unidade de leitura
de discos flexiveis de 3,5 polegadas e uma disco rigido. Como periféricos foram
associados monitores de video e impressoras de matriz de pontos (Epson LX 800).

A comunicagdo entre o microcomputador e os diversos componentes das
montagens de fluxo, nomeadamente o sistema de insergdo (valvulas solendides e
pneumatica) e sistema de deteccdo (espectrofotdometro ou espectrofluorimetro) foi
efectuada através de interfaces da marca Advantech, modelos PC-LabCard PCL-812PG e
PCL-818L. Estas interfaces possuiam um conversor analégico-digital com uma resolugéao
de 12 bits (aproximagbes sucessivas), 16 entradas e 16 saidas digitais, 16 entradas
analdgicas diferenciais e 2 saidas analégicas, sinais de relégio e triggers programaveis. As

conexdes entre a placa de controlo e aquisicao de dados e os varios componentes do
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sistema analitico foram efectuadas através de uma placa de ligagdo da marca Advantech
PCLD-780.

Para actuagdo das valvulas solencides foi desenvolvido um circuito de poténcia,
com base num circuito integrado ULN2003. Este circuito era expandido, quando
necessério, de modo a permitir a activagao de outros tipos de dispositivos, como foi o caso
da lampada de UV utilizada na fotodegradagdo do acido fdlico (Capitulo 3), em que foi

necessario recorrer ao seu accionamento temporizado.

2.2.1.4.2.Software

O software de controlo, aquisicdo e tratamento de dados, foi elaborado
especificamente para aplicagdo nos trabalhos realizados. Tendo em atencao diversos
factores, nomeadamente os objectivos do trabalho, a funcionalidade e versatilidade
previstas e as caracteristicas do microcomputador utilizado, as aplicagdes foram
desenvolvidas com recurso a uma linguagem de alto nivel, BASIC, implementada tanto em
ambiente DOS (QuickBasic 4.5) como em Windows (Visual Basic 3.0). A opgao por esta
linguagem prendeu-se com o facto desta poder ser utilizada em modo interpretado, o que
facilitava a alteragdo das aplicagdes. A velocidade de execucao permitida por esta
linguagem, ndo apresentou qualquer limitagdo no que concerne as necessidades de
controlo e de aquisi¢do e tratamento de dados.

Em ambiente DOS a implementagéo das rotinas associadas ao controlo, aquisi¢ao
e processamento de sinal foi efectuado usando instrugdes de acesso a memoria. Deste
modo, o esquema utilizado na programagdo da comutagéo das valvulas solendides teve
como base o envio para o endereco atribuido de um valor bindrio correspondente a saida

digital (e por isso a vélvula a ela associada) a activar, e foi do tipo:
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OUT PORT%, Y

(sendo PORT% a posigao de enderego da interface, e Y os dados).

Em ambiente Windows, o recurso a uma programagéo por objectos, como acontece
com a programagédo em Visual Basic, possibilitou o desenvolvimento de software bastante
mais versatil e flexivel, em virtude da utilizagdo de menus e distintas janelas. Para controlo
directo do sistema analitico foram desenvolvidas diferentes tipos de aplicagdes, quer
utilizando as rotinas da placa de aquisicao (para Windows) a partir do driver da placa
Advantech Driver APl 2.0 e da livraria AdapiDLL, fornecidos pelo fabricante do
equipamento, quer através de controlos personalizados (VBX). A utilizagdo das rotinas da
placa era baseada num conjunto de fungdes e estruturas associadas pré-definidas, as
quais eram utilizadas, pelas aplicagdes desenvolvidas em Visual Basic, para controlar a
placa de interface. Estas fungdes eram invocadas sequencialmente, em conformidade com
o esquema da Figura 2.3.

Destas fungdes destacam-se: i) AdDriverOpen — fungéo que carrega o driver da
placa para a memodbria; ii) AdGetDevConfigure — fungdo que configura a placa; iii)
AdDeviceReset — que reinicializa a placa; iv) AdChannellnit- que inicializa cada canal
individual para as conversdes analdgico/digital e para as entradas/saidas digitais; v)
AdIOBySoftTrig — fungdo que executa as conversoes analogico/digital e as entradas/saidas

digitais.
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Fig 2.3 — Esquema global da sequéncia de acesso as fungdes da placa de interface.

Cada uma destas fungdes apresenta os seus parametros especificos, incluindo
apontadores para as estruturas associadas, as quais contém informagdo sobre as
caracteristicas operacionais da placa. Entre estas estruturas associadas destacam-se: i)
Devifeatures — estabelece todas as caracteristicas da placa, como por exemplo o tipo de
placa, nimero de entradas e saidas analdgicas, nimero de entradas e saidas digitais,
nGmero de bits do conversor analégico-digital, etc; ii) Devconfigure — contém toda a
informagéo registada aquando da instalagdo da placa de interface, como o enderego de
memaria base, velocidade de comunicacgéo (baud rate), frequéncia do reldgio interno, etc;
iy AOPT e AIPT — estabelece os paradmetros para execugdo de entradas e saidas
analdgicas; iv) DOPT e DIPT - estabelece os pardmetros para execugao de entradas e

saidas digitais.
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Estas fungdes eram depois integrados na programagao dos diferentes comandos-
objectos proporcionados pelo Visual Basic o que tornava o seu acesso bastante simples,
facilitando desta forma a temporizagdo das valvulas injectoras e o controlo de todo o
sistema analitico. A programagao destas tarefas era ainda mais simplificada quando se
recorria a comandos persconalizados, os quais permitiam quase que combinar, na mesma
formula, a simplicidade de programagédo do QuickBasic com a versatilidade e flexibilidade
do ambiente Windows. A semelhanga dos comandos padrdo do Visual Basic,
disponibilizados por rotinas como a THREED.VBX e a CMDIALOG.VBX, os controlos
utilizados eram facilmente programaveis a partir das suas propriedades. Entre estes
controlos personalizados destacam-se:

IOPORT1.VBX — Possibilitava, de forma simples e acessivel, o envio de comandos
de controlo e a aquisi¢ao de sinais através da placa PC-LabCard.

HITIME1.VBX — Funcionava como controlo temporizador (timer), a semelhanga do

TIMER.VBX original do Windows, embora fosse bastante mais rapido.

A organizagdo do software de controlo foi efectuada de acordo com os objectivos
do trabalho, mas tendo como base uma estrutura comum, dominada pela utilizagao de
menus do Windows, e da capacidade multitarefa dos Windows 95 e 98. Desta forma era
possivel, em qualquer altura, a alteragéo dos parametros analiticos, da temporizagdo das
valvulas, a visualizagdo da variagdo do sinal analitico, a analise de registos graficos

anteriores, etc.

2.2.1.5.0ptimizagao e avaliagdo das montagens de fluxo

A selecgao do valor mais adequado para cada um dos parametros que afectam o

desempenho da montagem analitica, foi efectuada tendo como fundamento, na maioria das

situacdes, uma anadlise univariante, isto &, por variagdo do valor de cada um dos
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parametros, mantendo os restantes com um valor constante. Em determinadas situacoes
foi necessario estabelecer uma posicdo de compromisso entre as varias vertentes que
caracterizavam o desempenho do sistema, designadamente a sensibilidade,
reprodutibilidade, ritmo de amostragem e nivel de automagao, de forma a maximizar a
eficiéncia analitica sem subverter os objectivos do trabalho.

As montagens de fluxo multicomutado desenvolvidas foram avaliadas através da
insercao de conjuntos de solugbes padrao, com concentragdes definidas, o que permitia
estabelecer, em fungdo dos sinais analiticos fornecidos pelos sistemas de detecgao
utilizados, curvas de calibragdo para a espécie a determinar. Em diversas situagdes
recorreu-se a folhas de cdlculo (Microsoft Excel 97) no sentido de simplificar o
relacionamento do sinal analitico com a concentragdo da solugéo, e efectuar o tratamento
estatistico dos pares de valores obtidos, por regressao linear, possibilitando a obtengdo de
equagdes que traduziam as relages verificadas, ao mesmo tempo que apresentavam o
respectivo coeficiente de correlagéo [2].

As concentragdes das espécies farmacéuticas analisadas foram obtidas, em termos
de registo grafico, em fungao da intensidade dos sinais analiticos obtidos na detecgao de
cada amostra. A intensidade de sinal, representativa da concentragao da espécie, foi
calculada matematicamente em fungdo da média de um conjunto de leituras obtidas por
insercdes consecutivas da mesma amostra. A concentracdo final de cada uma das
especies analisadas foi calculada por interpolagdo gréfica da intensidade de sinal obtida,
na recta de calibragdo estabelecida para cada metodologia. O software desenvolvido,
incluia também rotinas de calculo, as quais ja desenvolvidas anteriormente [3], permitiam a
elaborag@o das curvas de calibragdo e o célculo da concentragdo final da espécie em

analise.
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2.3.Métodos de referéncia

A avaliagdo do desempenho das metodologias analiticas desenvolvidas foi
efectuada por comparagéo dos resultados obtidos com os fornecidos pelos métodos de
referéncia, os quais respeitavam as monografias referentes aos farmacos e as férmulas
farmacéuticas que os veiculavam, descritas pelas Farmacopeia Portuguesa [4], Europeia
[5], Britanica [6] e dos Estados Unidos [7]. Estas metodologias de referéncia sao referidas

especificamente em cada um dos capitulos respectivos.

2.4.Preparacao das amostras

As metodologias desenvolvidas foram avaliadas na andlise de preparagdes
farmacéuticas disponiveis no mercado portugués e algumas disponiveis no mercado
brasileiro.

As amostras de farmaco puro eram obtidas por solubilizagdo, de quantidades
rigorosamente pesadas de farmaco, num solvente apropriado.

Para preparagdo das amostras das preparages farmacéuticas a submeter a
anélise, recorria-se ao procedimento descrito nas varias farmacopeias: numa primeira fase
era pesado um numero significativo de comprimidos (forma farmacéutica normalmente
analisada) que eram seguidamente pulverizados. Em seguida tomava-se uma quantidade
de pd, exactamente pesada, e procedia-se & extracgdo do farmaco com um solvente

extractor adequado.
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Determinagao fotoquimica-fluorimétrica de dcido félico

CAPITULO

3

DETERMINACAO FLUORIMETRICA DE

Acipo FoLico

O 4acido fdlico é um elemento do complexo vitaminico B e desempenha um papel
fundamental em inumeros processos metabodlicos. Neste capitulo refere-se o
desenvolvimento de um procedimento analitico, baseado num sistema de fluxo
multicomutado, para determinagdo de &cido félico em produtos farmacéuticos. A amostra
era inserida no sistema e irradiada no interior da tubagem, por intermédio de luz
ultravioleta, ocorrendo a degradagéo fotoquimica do acido félico e a sua conversao num
derivado fortemente fluorescente, o que permitia a sua detecgao fluorimétrica. Um sistema
automatico de controlo seleccionava para cada amostra, em fungdo da sua concentragao,
o tempo de amostragem a utilizar e, portanto, o volume de amostra a analisar. O controlo
do volume de amostra inserido no sistema, baseado na utilizagao de uma amostragem
temporizada, permitia controlar efectivamente o nivel de dispersdo da amostra e adapta-la
a analise de uma gama alargada de concentragdes, sem necessidade de introdugéo de

modificages na configuragado do sistema analitico.
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3.1.Introdugao
3.1.1.Caracterizagao do acido félico

O 4&cido fdlico, acido 4-(2-amino-4-hidroxipteridina-6-ilymetilamino-benzoil-L-
glutdmico (Fig. 3.1) é uma substancia cristalina de cor amarela, praticamente insoltvel em
agua a temperatura ambiente (1,6 g L"), embora mais soltvel em agua a 100 °C (10g L™,
insolivel em cloroférmio, éter e acetona e razoavelmente soltuvel em acido acético e em

solugdes alcalinas de hidréxidos e carbonatos [1].

N N NH3
joe
NH.CHo N

OH

cO

NH

HOOC— C—CHp.CHp.COOH

H

Fig 3.1 Estrutura do dcido félico.

O &cido félico é um composto relativamente estavel a pH superior a 5, nao sendo
degradado por aquecimento a 100 °C durante 1 hora, mas é rapidamente decomposto na

correspondente pteridina e em glutamato de p-aminobenzoil a pH inferior a 4. Em
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solugdes puras é rapidamente inactivado pela luz com formagéo de glutamato de p-
aminobenzoil e de 2-amino-4-hidroxi-6-formilpteridina, a qual é depois convertida em 2-
amino-4-hidroxipteridina [1].

O acido félico foi pela primeira vez isolado a partir de um extracto de figado, por
Stokstad [2] em 1943, tendo sido depois estabelecida a sua estrutura quimica e a sua
sintese por Angier em 1946 [2].

O 4&cido fdlico encontra-se largamente distribuido na natureza, sendo muito
abundante no figado e razoavelmente abundante nos vegetais verdes, couve-flor e rim [3].
Existe em quantidade reduzida nas raizes dos vegetais, carnes em geral, frutos, legumes
secos, cereais e leite. Nas plantas, o acido folico encontra-se na forma de poliglutamato
conjugado, constituindo uma cadeia gama-polipeptidica com 7 radicais de acido glutamico
(pteroil-heptaglutamato), engquanto que nos animais (figado), esta, maioritariamente, na
forma de conjugado com 5 radicais de acido glutamico.

O pteroil-heptaglutamato ndo é desdobrado pelas enzimas proteoliticas, ao nivel
do intestino, mas é convertido em pteroil-monoglutamato por acgdo de hidrolases
especificas (pteroil-poliglutamato-hidrolases). E na forma de monoglutamil que se
processa a sua absorgdo intestinal, sendo depois, em grande parte, reduzido para
tetrahidrofolato e metilado para N-metil-tetrahidrofolato no interior das células da parede
intestinal. No plasma sanguineo, cerca de 2/3 dos folatos encontram-se ligados a
proteinas.

Como substancias antagonistas, capazes de destruirem o 4&cido fdlico ou
impedirem a sua utilizagdo, destacam-se os acidos 7-metilpteroilglutdmico e 4-amino-

pteroil-d(-)-glutémico.
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3.1.1.1.Actividade

O &cido félico actua como agente regulador da maturagéo dos glébulos vermelhos
e a sua acgao foi verificada em todas as anemias macrociticas, nomeadamente na anemia
nutricional do sprue, da gravidez e do carcinoma gastrico e igualmente na leucopénia de
origem alimentar. A anemia macrocitica com cirrose, associada a situagdes de alcoolismo,
a anemia perniciosa de Addison e a pelagra respondem também favoravelmente a uma
terapéutica com &acido félico. Por outro lado, a anemia aplastica, a leucemia e a anemia
por deficiéncia de ferro sdo independentes da sua acgao. A administragao de acido fdlico
em situagdes clinicas de anemia macrocitica faz diminuir progressivamente o nimero de
megaloblastos e de eritroblastos jovens com um concomitante aumento do numero de
eritroblastos adultos e de normoblastos. O numero de reticulécitos, gldbulos vermelhos
circulantes e o teor de hemoglobina aumentam igualmente. No entanto, o acido folico néo
evita o aparecimento de lesbes nas mucosas, que acompanham a anemia perniciosa,

nem as perturbagdes nervosas relacionadas com a degenerescéncia aguda da medula.

3.1.1.1.1.Fungéo biogquimica

O 4acido fdlico é reduzido a tetrahidrofolato pela enzima dihidro-folato-reductase,
que utiliza o NADPH como dador de hidrogénio, e ap6s conversao no seu coenzima activo
esta envolvido na transferéncia de diferentes unidades monocarbonadas (formil, metileno,
metil, etc). Nestas reacgdes de transferéncia incluem-se as conversdes de trés
aminodcidos: i) a interconvers@o da serina e da glicina; ii) o catabolismo da histidina a
acido glutamico; iii) a conversdo da homocisteina a metionina. Participa também no
metabolismo da vitamina By; e desempenha um papel fundamental na biossintese das

purinas e pirimidinas que intervém directamente na formagao dos acidos nucleicos.
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3.1.1.1.2.Sintomas de caréncia

Uma deficiéncia nutricional significa uma utilizagdo inadequada de um nutriente,
num ou mais sistemas intracelulares, o que impede a manutencdo de uma dada fungao
bioquimica a um nivel normal. Esta utilizagdo inadequada pode manifestar-se a varios
niveis e resultar de um ou da combinagéo de vérios factores: ingestdo ou absorgao
inadequada, ou uma necessidade ou excre¢do aumentada. Consideram-se nestes
exemplos uma alimentagdo pobre em folatos, destruigdo dos folatos na preparagéo
culinaria dos alimentos, absorgéo defeituosa por lesdo da mucosa do intestino, utilizagéo
inadequada pela auséncia de co-factores, como a vitamina By, e 0 aumento da excregao
provocado por medicamentos (fenobarbitona, fenitoina, etosuccimida, etc) e alcool [2, 3].

No homem, a deficiéncia de acido fdlico resulta numa anemia megaloblastica néo
acompanhada de degenerescéncia nervosa e ¢ directamente responsavel pela
insuficiente sintese de acido nucleicos. Estdo também documentados casos de
infertilidade, esterilidade e deficiéncia congénita com atraso mental, além de irritabilidade,
sonoléncia e falta de memdria. Os grupos de risco incluem as criangas prematuras,
gravidas, idosos doentes com alimentagédo deficitaria e doentes afectados pelo sprue

tropical.

3.1.1.2.Indicagbes terapéuticas

O &cido félico é utilizado para prevenir ou tratar as deficiéncias desta vitamina, que
podem ocorrer em diversas patologias ou em alguns estados fisiolégicos: anemias
macrociticas de natureza nutricional, sprue, gravidez, pelagra, gastrectomia e leucopénia
alimentar. A administragao clinica de acido félico é também utilizada para tratamento das
lesbes periféricas de aterosclerose, no alivio das dores da angina de peito e na prevengéo

da recorréncia de enfartes do miocardio. E também utilizado na profilaxia de
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malformagées da tubo neural (espinha bifida) nomeadamente em mulheres com
antecedentes de feto, ou filho, com estas deficiéncias, e no tratamento da anemia
megalobldstica, anemia hemolitica congénita, em certas dermatoses (psoriase, queilose
angular), situagdes inflamatdrias crénicas (artrite reumatdide, doenca de Crohn), caréncias
folicas iatrogénicas (resultantes da administragdo de determinados farmacos como
barbituricos, anti-convulsivantes, anovulatorios, etc) e alcoolismo [2, 3].

A via de administragdo normal é a via oral, em doses de 3 a 20 mg diarios,
podendo ser também utilizada a via parentérica, preferencialmente intramuscular,

utilizando o sal sédico na dose de 15 mg, ou mesmo mais, por dia.
3.1.2.Métodos de andlise

Dado o papel essencial desempenhado pelo acido félico num conjunto alargado
de processos metabdlicos, ja referidos anteriormente, sdo em numero elevado as
metodologias analiticas desenvolvidas para a sua identificagdo e quantificagao, quer em
preparagdes farmacéuticas quer em amostras biolégicas.

No que concerne as técnicas espectrofotométricas, foram propostas metodologias
que envolvem a decomposigao do &cido félico, por reacgéé com o zinco em meio acido,
numa pteridina e no acido p-aminobenzoilglutdmico. Os grupos amina aromatica séo
depois sujeitos a uma reacgéo de diazotizagdo com o NaNO,, seguido de reacgao com a
N-(1-naftil)etilenodiamina e determinagao da absorvancia do composto formado a 550 nm
[4]. Esta metodologia seria depois adoptada como metodologia recomendada para
determinagéo de acido félico pelas Farmacopeias Portuguesa [5], Briténica [6] e Europeia
[7]. O zinco, em meio &cido, foi também usado como redutor para conversdo do &cido
folico na 2,4,5-triamino-6-hidroxipirimidina, a qual reage depois com a ninidrina com
quantificagdo do composto formado a 550 nm [8]. Outro trabalho [9] propde trés métodos

para determinagéo de acido félico apés redugdo com o zinco, em que séo utilizados como
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reagentes de desenvolvimento de cor uma solugdo etandlica de dimetilamino
cinamaldeido, com determinagéo da absorvancia do produto formado a 520 nm, NaNO; e
floroglucinol com determinagdo da absorvancia a 450 nm e finalmente, NaOH, fenol e
NaClO, com determinagao da absorvéancia a 610 nm.

A utilizagdo da espectrofluorimetria para determinagéo de acido félico foi proposta
pela primeira vez por Wittle et al. em 1947, referindo que, a oxidagéo do acido fdlico pelo
permanganato de potassio ou acido clérico produzia um sdélido amarelo fortemente
fluorescente [10] caracterizado pelas propriedades fisicas e quimicas duma pteridina. Em
1949, Allfrey et al. [11], confirmam estes resultados referindo que por oxidagao com
KMnO, o acido fdlico é convertido na 2-amino-4-hidroxi-6-carboxipteridina, um composto
que apresenta uma elevada fluorescéncia a 470 nm quando irradiado por luz a 365 nm.
Mais tarde, em 1970, este método foi revisto e optimizado por Hazlett e Kildsing [12] em
funcdo das diferentes varidveis envolvidas na reacgdo de oxidagdo, como sejam a
concentracdo de permanganato, tempo, pH e temperatura da reacgdo. Mais
recentemente, foram propostos dois métodos fluorimétricos baseados na utilizagdo da
fluorescamina como reagente fluorogénico em solugao aquosa [13] e micelar [14].

A utilizagdo de métodos cromatograficos para determinagéo de &cido folico, com
recurso a diferentes tipos de detectores, esta amplamente divulgada, sobretudo no que diz
respeito a analise de amostras bioldgicas e por forga da importancia que a monitorizagao
dos niveis de acido folico tem em termos de bioquimica clinica. Em 1977, Reif et al.
propuseram uma metodologia para determinagdo de pureza do acido félico [15] por
cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC), a qual seria depois adoptada pela
Farmacopeia dos Estados Unidos [16]. Em 1981, Holcomb et al. [17] e Tafolla et al. [18]
propuseram metodologias semelhantes para determinagdo de a&cido fdlico em
preparagbes farmacéuticas contendo férmulas multivitaminicas e minerais, 0 mesmo
acontecendo com Paveenbampen et al. em 1986 [19]. A andlise do acido félico por HPLC

foi também proposta por Ichinose et al. [20] num processo que envolvia a conversao deste

3-7



Determinagao fotoquimica-fluorimétrica de dcido fdlico

composto na respectiva pteridina fluorescente, por oxidagdo com KMnO4, e detecgéo
fluorimétrica. Mais recentemente, Akhtar et al. propuseram a utilizagdo do HPLC para
determinacdo de &cido félico e dos seus produtos de fotodegradagéo, na presenga de
riboflavina [21].

Um conjunto de técnicas analiticas que rivalizam com a cromatografia em numero
de publicagdes cientificas envolvendo a determinagao de &cido félico, € o que engloba as
técnicas electroquimicas. Assim, voltametria aplicada a andlise de preparagdes
farmacéuticas [22], [23] e [24], de soro [25] e urina [22] e uma metodologia em fluxo [26],
e polarografia para analise de produtos farmacéuticos [27] e [28] sdo exemplos de
trabalhos publicados nesta area.

Outras técnicas alternativas incluem as determinagdes radioquimicas,
fundamentalmente para andlise de amostras biolégicas, como soro [29], plasma [30] e
urina [31], e também os ensaios microbiolégicos [32]. Um conjunto de técnicas que séo
objecto de um crescente interesse sdo as técnicas quimiluminomeétricas, também elas
propostas para determinag&o de acido félico em formulagdes farmacéuticas, como seja o
caso da reacgdo do acido félico com o cério(lV), em meio &cido, implementada com

recurso a um sistema de andlise por injecgdo em fluxo [33].

3.1.3.Reacgoes fotoquimicas

Sao inumeros os compostos farmacéuticas que apresentam fotossensibilidade,
quer no estado sélido, quer em solugdo, o que permite explorar a utilizagdo de uma fonte
de luz como processo de induzir ou acelerar a sua decomposicao fotoquimica, e
implementa-la como processo analitico [34].

A luz tem caracteristicas que a tornam o “reagente” ideal para a implementacgao de
uma processo analitico, pois dependendo da estrutura quimica da espécie em andlise, &

possivel promover a sua oxidagdo, redugéo, hidrélise ou submeté-la a varias outras
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reacgdes, de modo a que o produto final apresente propriedade cromoéforas, fluoréforas ou
outras de modo a tornar a sua detecgdo mais favoravel [34]. Estas caracteristicas,
combinadas com as aptiddes das técnicas de fluxo, permitem desenvolver metodologias
de elevado potencial analitico com atributos que incluem: desenvoltura, simplicidade,
sensibilidade, selectividade, reprodutibilidade, facilidade de automatizagéo e baixo custo.

No entanto, para que estes objectivos sejam atingidos €& necessario ter em
consideragdo determinados pressupostos, como sejam: i) Os produtos formados devem
apresentar caracteristicas, como por exemplo uma adequada estabilidade, de modo a
permitir a sua detecgdo; ii) a fonte de luz deve apresentar elevada estabilidade
operacional de forma a assegurar a reprodutibilidade das medidas; Ill) o sistema deve
possuir elevada eficiéncia de fotoconversdo; iv) os produtos formados ndo devem
apresentar uma elevada absorgdo nos comprimentos de onda de activagdo da reacgao
fotoquimica.

A utilizagdo da luz como elemento promotor de uma reacgdo quimica, em que
normalmente se pretende transformar o analito num produto mais facilmente detectavel,
tem sido objecto de um vasto campo de aplicacbes, tanto em termos de especies
analisadas como de metodologias envolvidas, sejam elas métodos cinéticos,
cromatograficos, espectrofotométricos, fluorimétricos, etc.

No que diz respeito a metodologias em fluxo, dedicadas especificamente a
andlise de produtos farmacéuticos, em 1991 Chen et al. propuseram um sistema de
degradacgao fotoquimica com detecgdo fluorimétrica para determinagéo individual [35] e
simultanea de fenotiazinas [36]. No mesmo ano, Calatayud et al. propuseram um sistema
semelhante para determinagdo de reserpina [37], e no ano seguinte um outro para
determinagao de clorpromazina [38)]. Posteriormente surgiram outros trabalhos, baseados
em derivatizagao fotoquimica em fluxo, aplicados a um conjunto de farmacos em que se

incluem a prometazina [39], sulfamidas [40], acido ascérbico [41, 42], tiamina [43],
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epinefrina e L-Dopa [44], ergometrina [45], riboflavina [46] e mais recentemente,

tioridazina [47], nicotinamida [48], menadiona [49] e tiamina [50].

3.1.4. Objectivo

A implementagao de reacgdes fotoquimicas em fluxo revela-se extremamente (util
e vantajosa para andlise de produtos farmacéuticos. A sua utilizagdo em conjunto com um
detector convencional de fluorescéncia apresenta grande potencial analitico, em virtude da
sensibilidade, simplicidade e selectividade alcangadas. Estes aspectos positivos sao
reforcados quando a montagem de fluxo apresenta as vantagens acrescidas da
multicomutagédo, como sejam a versatilidade, baixo consumo de reagentes, simplicidade e |
possibilidade de inser¢do de uma grande variedade de volumes de amostra. Estes
atributos, em combinagao com um sistema automatico de controlo, permitem a obtengéo e
utilizagéo simultanea de multiplas curvas de calibragéo e a determinagao automatica de

acido félico numa intervalo alargado de concentragoes.

3.2.Parte Experimental

3.2.1. Reagentes e solucoes

As solugbes padrdo de acido félico foram obtidas a partir do sdlido (Sigma-Aldrich,
ref. F7876), o qual foi utilizado sem qualquer tratamento prévio. Uma solugao padrdo
500,0 mg L™ foi preparada semanalmente por dissolugdo de 50,0 mg de acido félico em
NaOH 0,1 M, seguido de diluigdo até 100 mL com agua bidesionizada. Esta solugéo era
guardada no frigorifico e protegida da luz, devido a fotossensibilidade do acido fdlico [1].

As solugbes padrao de trabalho, utilizadas para elaboragéo das curvas de calibragéo,
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foram obtidas por diluigdo da solugéo anterior com tamp&o &acido acético/acetato com a

concentragdo de 0,01 M e pH=5.

3.2.2. Equipamento

Na montagem de fluxo, como instrumento de medida para determinagao da
intensidade de fluorescéncia (Aex=356 nmM, Aen=445 nm), foi utilizado um
espectrofluorimetro da marca Perkin-Elmer, modelo LS-30, equipado com uma celula de
fluxo com um volume éptico de 7 L.

A montagem de fluxo multicomutado era constituida por 3 valvulas solendides de 3
vias, NResearch, modelo 161 T031, as quais foram ja caracterizadas no Capitulo 2.

As tubagens, utilizadas para estabelecer as ligagdes entre as valvulas solendides,
detector e sistema de propulsdo, possuiam um didmetro interno de 0,8 mm e eram
fabricadas em Teflon.

A irradiacdo dos solugdes foi executada com o auxilio de uma lampada de
mercurio de baixa pressao Philips, modelo TUV 15W/G15T8, com uma poténcia de 15 W,
a qual emitia radiagdo a um comprimento de onda de 254 nm. De forma a evitar a
exposicdo do operador a radiagéo emitida pela lampada, foi concebido um invélucro de
protecgao, constituido por uma tubagem em aluminio, extensivel, com um didmetro interno
de, aproximadamente, 15 cm, no interior da qual foi colocada a lampada de ultravioleta.
Esta foi montada em suportes semelhantes aos utilizados para Iampadas de descarga. As
extremidades do tubo metdlico foram fechadas usando papel de aluminio. O reactor
penetrava no interior do tubo de aluminio através de dois pequenos orificios laterais,
tendo sido enrolado na lampada ultravioleta de forma a aumentar a eficiéncia da
iradiacdo. No entanto, esta colocagdo tinha como desvantagem um aumento da
temperatura do reactor, 0 que obrigou a colocagdo de um ventilador numa das

extremidades do tubo de aluminio, de forma a promover o seu arrefecimento.
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A propulsdo das solugdes foi realizada por aspiragao, em canal Unico, por
intermédio de uma bomba de pistio da marca Razel, modelo A-99, o qual estava

equipado com uma seringa de plastico com uma capacidade de 50 mL.

3.2.3. Montagem de fluxo multicomutado

A montagem de fluxo foi idealizada de forma a obter-se um sistema analitico
simples, versatil e com elevada eficiéncia analitica e que fosse ao mesmo tempo de facil
controlo e automatizagdo. A andlise dos objectivos propostos resultou na implementacao

de uma montagem de fluxo multicomutado com 3 valvulas solendides de 3 vias (Fig 3.2).

Va

Fig 3.2 — Montagem de fluxo multicomutado com lampada de UV para degradagao fotoquimica:
A - amostra; C — solugdo transportadora, tampdo acetato, pH = 5; Vi, Vz e V3 - vdlvulas solendides, as
linhas continuas correspondem & posigdo 2 e o tracejado a posigdo 1; L — reactor enrolado, 2 m de

comprimento; U — lAmpada de ultravioleta; D - detector; B — bomba de pistao; Q - caudal, 0,5 mL min”".

Dada a inexisténcia de solugdo reagente, uma vez que a reacgdo era
desencadeada por acgéo da radiagdo ultravioleta, as duas dnicas solugGes a introduzir no
sistema analitico eram a solugdo de amostra e a solug&o transportadora. Assim sendo, a

primeira valvula, V4, era a responsével pela insergao alternada desta solugdes. A segunda
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vélvula, V,, dividia o percurso analitico em dois percursos alternativos: um mais extenso,
através da lampada de ultravioleta, e um segundo, muito curto, que estabelecia uma
ligagdo & terceira vélvula solenéide, Vs, para lavagem e substituicdo da amostra. Esta
terceira valvula fazia a convergéncia dos dois percursos anteriores, num percurso unico
que incluia o detector e que terminava na bomba de pistao responsavel pela propulséo
das duas solugdes.

O processo analitico era iniciado pela insergdo de amostra, em V4, durante um
tempo de amostragem (t,) pré-definido de acordo com o procedimento de calibragao. o]
tempo de amostragem definia o intervalo de tempo em que a valvula responsavel pela
insergdo da amostra (V) permanecia na posigdo da amostra. A calibragao era baseada na
utilizagdo consecutiva de 3 tempos de amostragem crescentes, que permitiam, em fungao
do caudal, a insergdo de 3 volumes crescentes de amostra. Uma vez que o grau de
diluicdo a que a zona de amostra estava sujeita no interior do sistema de fluxo era
dependente do volume inserido, cada um dos tempos de amostragem foi estudado de
forma a possibilitar a determinagéo de acido félico numa gama particular e delimitada de
concentragdes. Assim, o menor t, foi utilizado para estabelecer o intervalo de
concentragbes mais elevadas, visto que ao menor volume de amostra inserido
correspondiam os mais elevados valores de diluigdo obtidos, por forga da superior
dispersdo, o que possibilitava a andlise das amostras mais concentradas. Um t, mais
elevado que o anterior foi empregue na definigdo do intervalo correspondente a valores
intermédios de concentragdo, através da insergdo de padroes de concentracao intermedia.
E finalmente o terceiro t,, com o valor mais elevado de todos, correspondendo ao maior
volume de amostragem, foi utilizado na andlise do grupo de solugdes padrao com menor
concentragéo para estabelecer o intervalo inferior de concentragdes.

Apo6s a calibragéo, e na fase de andlise de amostras propriamente dita, o sistema
utilizava como tempo de amostragem padréo o t, correspondente ao intervalo intermédio

de concentragdes. Caso o sinal obtido apresentasse um valor ndo coincidente com o
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intervalo de sinais analiticos estabelecido para esta gama de concentragdes a analise era
automaticamente repetida a um novo tempo de amostragem. O valor deste novo {, era
seleccionado autonomamente pelo sistema e seria 0 de menor valor, se o sinal analitico
excedesse o intervalo referido, ou o de valor mais elevado, no caso do sinal analitico
apresentar valores inferiores aos do referido intervalo. Desta forma, o sistema avaliava a
concentragdo da amostra comparativamente com o intervalo de concentragbes
intermédias, e decidia a sua maior ou menor diluigéo, agindo em conformidade em termos
de seleccdo de um novo t,. O sistema analitico tinha por isso autonomia para decidir, em
fungdo do sinal analitico e por conseguinte da concentragdo da amostra, qual o t; mais
adequado a analise.

A temporizacdo do accionamento das vélvulas durante a execug@o do processo
analitico era efectuada do seguinte modo: V4, V» e V3 estavam inicialmente na posi¢ao 1
(Fig 3.2), e a solugéo transportadora fluia através do reactor (L) e do detector (D). Vqera
depois colocada na posi¢do 2, processando-se a insergdo da amostra durante o f,
definido, ao fim do qual V, era novamente colocada na posigéo da solugéo transportadora,
sendo a zona de amostra encaminhada para irradiagdo em L, e depois para detecgao.
Ap6s a detecgdo, V4, V, e V3 eram accionadas simultaneamente para a posigdo 2, durante
10 s, ocorrendo a substituigdo da amostra em andlise através do reactor mais curto L.
Depois V; era colocada novamente na posi¢éo 1 para lavagem, 0 mesmo acontecendo em
seguida com V, e V3, para continuagao do processo analitico.

Como ja& foi referido anteriormente, o reactor onde se processava a
fotodegradagao (L) foi enrolado na lampada de ultravioleta de forma a aproxima-lo o mais
possivel da fonte de radiagdo e assim aumentar a eficiéncia da irradiag@o, aumentando
por conseguinte a extensdo da reacgdo. No entanto esta estratégia teve como efeito
adicional o aquecimento do reactor, por forga do calor produzido pela lampada,
aquecimento este que, conjugado com a propulséo das solugdes por aspiragao, originava

o aparecimento de bolhas no interior das tubagens, as quais impossibilitavam ou
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limitavam a detecgéo. Por esteve motivo foi colocado um ventilador numa das entrada do
tubo que continha a lAmpada de ultravioleta, o qual forcava a passagem do ar exterior pela
tubo, promovendo o arrefecimento do reactor. Por outro lado, e tendo em consideragao
que sé ocorria fotodegradagdo aquando da passagem da zona de amostra pelo reactor
enrolado, temporizou-se o funcionamento da lampada. Esta temporizagao era efectuada
de forma automatica e controlada pelo computador, tendo sido concebido um circuito
eléctrico que permitia ligar a ldAmpada aquando da injecc@o da amostra, e desliga-la
quando se iniciava a detecgdo. Desta forma a lampada era ligada apenas durante a
passagem da zona de amostra pelo reactor Ly, permanecendo desligada durante as
outras fases da andlise, como a detecgao, a substituicdo da amostra e a fase de lavagem,
o que permitia o seu arrefecimento, e © concomitante arrefecimento do reactor. Esta
operagdo ndo afectava o desempenho da ldmpada, ndo sendo registada nenhuma
diferenca na intensidade de fluorescéncia, quer a lampada permanecesse ligada
continuamente, quer fosse apenas ligada aquando da injec¢do da amostra. O efeito
negativo do aumento da temperatura devido ao calor emitido pela lampada, ao nivel do
aparecimento de bolhas na montagem, foi a razdo fundamental de nao terem sido
utilizadas lampadas com um poténcia superior a 15 W, visto que este aumento de
poténcia se iria traduzir num incremento da temperatura e no agravar das condigdes
limitantes da detecg&o.

No que se refere & propulsdo da amostra e da solugéo transportadora, a qual era
constituida por uma solugo de &cido acético/acetato de sédio 0,01 M, com o pH ajustado

a 5,0, foi utilizado um caudal de 0,5 mL min™".
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3.2.4.Método de referéncia

As preparagdes farmacéuticas de Acido félico analisadas, foram Folicil, com.uma
dosagem de 10 mg de &cido félico por comprimido, & Endofolin, com uma dosagem de 5
mg de &cido félico por comprimido. A preparagéo das solugdes de amostra foi efectuada
por pesagem e pulverizagdo de 20 comprimidos de cada uma das formulagdes
analisadas, tendo sido depois tomadas quantidades apropriadas de pdé que foram
dissolvidas em NaOH 0,1 M, seguido de diluigdo até 500 cm® com tampdo Acido
acético/acetato 0,01M, pH=5. As solugdes de amostra eram filtradas antes de se proceder
a sua analise.

A determinagao de &cido félico, no farmaco sélido e na forma de comprimidos, foi
efectuada de acordo com a Farmacopeia Portuguesa [5]. Este método € baseado no
procedimento proposto por Hutchings et al. [4] o qual consiste na decomposi¢ao do acido
félico numa pteridina e no cido p-aminobenzoilgludmico, por redugdo com zinco em meio
acido, seguido da determinagao dos grupos amina aromatica por diazotizagdo com NaNO;
e combinagdo com a N-(1-naftil)etilenodiamina, com formagao de um composto corado
cuja absorvancia é medida a 550 nm.

As determinagbes espectrofotométricas de écidorfélico foram executadas com

recurso a um espectrofotémetro da marca Hitachi modelo U-2000.

3.3.Resultados e sua discussao

O trabalho desenvolvido por Wittle et al. [10] demonstrando que a degradagéo
oxidativa do acido félico produzia um composto fortemente fluorescente, o que seria
depois confirmado por Allfrey et al. [11] e por Hazlett e Kildsing [12], conjuntamente com 0

potencial analitico apresentado pelas reacgoes fotoquimicas na analise de um conjunto
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alargado de produtos farmacéuticos, motivaram a implementagdo de uma metodologia de
fluxo multicomutado para a determinagao fotoquimica-fluorimétrica de &cido folico.

Ensaios preliminares para avaliar o efeito da radiagdo ultravioleta sobre uma
solugdo de &cido félico, demonstraram que esta solugdo, apds irradiagdo, apresentava
uma intensidade de fluorescéncia fortemente aumentada. Estes ensaios foram executados
por colocagdo de um pequeno goblet contendo a solugéo a ensaiar, directamente por
baixo de uma lampada de UV, com uma poténcia de 8 W, normalmente utilizada para
andlise de placas de cromatografia em camada fina, e envolviam tempos de exposigéo de
cerca de 1 hora.

Estes primeiros resultados estavam de acordo com os obtidos por Wittle ef al. e
por Allfrey et al., que referiam que a oxidagéo do 4cido félico pelo permanganato produzia
uma pteridina fortemente fluorescente, o que poderia explicar o forte aumento de
fluorescéncia apresentado pela solugdo de acido folico irradiada.

A transposi¢ao da reacgdo para um sistema de fluxo, mais propriamente para o
interior de uma tubagem enrolada a volta da lampada de ultravioleta, permitiu aumentar a
eficiéncia da irradiacdo, comparativamente com 0s ensaios efectuados em goblet,
aumentando deste modo a extensdo da fotodecomposicéo e, concomitantemente, a
intensidade de fluorescéncia da solugéo. Os resultados obtidos com uma solugao padrao
de 4cido félico 2 mg L™, aspirada continuamente em direcgdo ao detector e depois sujeita
a crescentes intervalos de irradiagdo por paragem do fluxo, demonstraram que a
intensidade de fluorescéncia aumentava a medida que aumentava o intervalo de
irradiagao (Fig 3.3), e que, com tempos de exposigdo de 10 min o acréscimo de
fluorescéncia obtido, mesmo com uma lampada de 8 W, era significativo.

Estes resultados permitiam antever que a utilizagao de lampadas com superior
poténcia resultaria num aumento da intensidade da irradiacdo, aumentando a extenséo da
reaccao, ao mesmo tempo que possibilitavam a redugdo do tempo de exposicao

necessario para obter os produtos de fotodegradagao desejados. A utilizagdo de uma
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lampada de 15 W confirmou este pressuposto, demonstrando que a reacgao fotoquimica
era dependente da intensidade da radiagéo. Esta ldmpada, era, & semelhanga da de 8 W,

uma ldmpada de baixa presséo, de facil aquisi¢ao, instalagdo e operacéao.

sy -
o N - @ o N
4 ! I L ! I

Amplitude de sinal (cm)

t 1

10 15

Tempo de irradiagéo (min)

o
L4

Fig 3.3 — Influéncia do tempo de irradiagdo na intensidade de fluorescéncia de uma solugao

padrao de dcido fdlico 2 mg L', com uma ldmpada de UV de 8 W.

Uma anélise mais aprofundada dos produtos de fotodegradagao revelou que
possuiam dois maximos de excitagdo, a 274 e a 356 nm, e um Unico maximo de emissao
a 445 nm. Comparativamente com outros trabalhos anteriormente publicados, verificou-se
que estes maximos de absorgéo e de emissao, eram semelhantes aos obtidos por Allfrey
et al. [11] durante a degradagéo oxidativa do acido félico, os quais eram, respectivamente,
de 365 e 470 nm, embora neste trabalho a selecgao dos comprimentos de onda fosse
efectuada com recurso a filtros, portanto com inferior precisdao. Eram no entanto quase
coincidentes com os obtidos por Hazlett e Kildsig [12] num trabalho visando o
desenvolvimento de um método fluorimétrico para determinagdo de &cido félico, também
por tratamento com permanganato, e que eram, respectivamente, de 275 e 375 nm para a

excitagdo, e de 445 nm para a emissao. Ichinose et al. [20], utilizaram por outro lado, com
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HPLC e derivatizagdo por oxidagdo com permanganato com detecgdo fluorimétrica,
comprimentos de onda de excitagéo e de emissédo de 295,5 e 439,6 nm, respectivamente.
Em fungéo deste resultados concluiu-se que a irradiagdo de uma solugédo de &cido félico
com radiagdo UV conduzia & decomposigao do acido félico, num processo semelhante a
degradag&o oxidativa com permanganato, levando a formag&o, como acontece com este,
de uma pteridina fortemente fluorescente. Desta forma, com a formagao da pteridina
registava-se um acentuado incremento da intensidade de fluorescéncia, em comparagao
com a fluorescéncia nativa do &cido félico. Estes resultados [51] seriam mais tarde
confirmados por um trabalho de Akhtar et al., publicado em 1999 [52], onde refere que a
radiagdo ultravioleta converte o acido félico na 2-amino-4-hidroxi-6-formilpteridina e no

acido p-aminobenzoil-L-glutamico.

3.3.1.0ptimizacdo da montagem de fluxo

Durante a execugdo dos ensaios preliminares com a lampada de 8 W, para
avaliagdo do efeito da radiagéo ultravioleta na solugéo de acido félico, observou-se, como
ja foi referido, que a intensidade de fluorescéncia aumentava com o tempo de exposigao,
e que a eficiéncia da irradiagdo era superior quando a reacgao ocorria no interior de uma
tubagem enrolada na referida lampada.

Para avaliar a influéncia do tempo de irradiagao na fluorescéncia da amostra,
quando era utilizada uma lampada de 15 W, foram feitas experiéncias em que se inseria
continuamente uma solugao padrao de acido félico 0,1 mg L, sendo depois o fluxo sujeito
a paragem e a amostra irradiada durante intervalos de tempo crescentes, apos os quais o
fluxo era retomado e processada a detecgdo. A utilizagdo de uma solugao padrdo com
uma concentragao de acido félico marcadamente inferior & ensaiada com a lampada de 8
W (2 mg L), justificava-se pela maior sensibilidade analitica proporcionada pela superior

poténcia da segunda lampada. Verificou-se que a intensidade de fluorescéncia aumentava
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com o tempo de irradiagdo sendo obtido um valor maximo com um tempo de irradiagéo de
4 min, e que com tempos superiores a fluorescéncia decrescia ligeiramente, tendendo

para a estabilizagao (Fig 3.4).

Amplitude de sinal (cm)

0 L T 1 L] L] ¥ L 1 L] L]

01 2 3 45 6 7 8 9 10N
Tempo de irradiagao (min)

Fig 3.4 — Infludncia do tempo de irradiagdo na intensidade de fluorescéncia de uma solugcao

padrdo de &cido fdlico 0,1 mg L', com uma ldmpada de UV de 15W.

A escolha do tempo de irradiagdo ideal para a execugdo da analise, o que
condicionaria, por exemplo, a opgdo entre uma estratégia de paragem de fluxo ou uma
estratégia em modo continuo, portanto sem paragem, foi efectuada em fungédo de trés
pressupostos: a maximizagdo do sinal analitico, a qual nao deveria comprometer,
desejavelmente, nem a reprodutibilidade nem o ritmo de amostragem. De facto, elevados
sinais analiticos, que estariam dependentes da utilizagdo de tempos relativamente longos
de exposicdo, poderiam ser obtidos quer com paragem de fluxo, quer com a utilizagéo de

baixos caudais ou, alternativamente, reactores de grande comprimento.
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A paragem do fluxo teria como efeito colateral a diminuigdo do ritmo de
amostragem, enquanto que a redugéo do caudal ou o aumento do tamanho do reactor,
resultaria num incremento indesejavel do valor da dispersdo, que teria efeitos
contraproducentes em termos de sinal analitico, além de afectar também o ritmo de
amostragem. Concomitantemente, foi seleccionado um caudal de 0,5 mL min™', o qual,
combinado com um reactor de 2 m, possibilitou um tempo de residéncia, em modo
continuo, de 2 min. Este tempo de residéncia, nao fornecendo um sinal analitico méaximo,
permitiu no entanto uma adequada exposicao das solugdes de acido folico a radiagdo UV,
resultando assim na obtengdo de um compromisso entre sinal analitico e ritmo de
amostragem. A utilizagdo de reactores mais curtos, a0 mesmo tempo que reduziria a
intensidade de fluorescéncia, por diminuicdo do tempo de exposigéo, poderia afectar de
igual modo a reprodutibilidade dada a limitada dispersdo da amostra no interior do reactor.

Uma das variaveis importantes, em termos de intensidade do sinal analitico, é o
volume de amostra inserido no sistema de fluxo. Uma das caracteristicas da
multicomutacdo, que representa uma mais-valia em comparagdo com os sistemas FIA
convencionais, é a insergdo da amostra com base numa contagem de tempo. Assim, em
vez do volume de amostra a inserir ser definido com base no tamanho do al¢a (loop) de
injecgdo, como acontece com o FIA, estabelece-se o tempolde amostragem (t,), ou seja, 0
tempo durante o qual a valvula solendide responsdvel pela inser¢do da amostra
permanece, ou aberta, caso seja exclusiva da amostra, ou na posicao da amostra, caso
esteja também ligada a solugéo transportadora ou a qualquer outra solugdo reagente.
Desta forma, compatibilizando o tempo de amostragem com o0 caudal, & possivel
estabelecer qualquer valor de volume de amostragem, sem que seja necessario introduzir
qualquer alteragao fisica na montagem de fluxo.

A influéncia do tempo de amostragem foi avaliada por inser¢@o de varios padroes
de &cido folico, com concentragdes diversas, a diferentes t,. Observou-se que controlando

o tempo de amostragem obtinha-se um controlo efectivo dos valores da dispersao, e por
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isso dos niveis de diluigdo conseguidos, o que possibilitava a determinagéo de acido fdlico
numa ampla gama de concentragbes. Assim, as amostras mais concentradas, e que
requeriam por isso uma superior diluicao, eram analisadas com base na insergao no
sistema de volumes reduzidos, o que era conseguido utilizando reduzidos tempos de
amostragem. Pelo contrdrio, a diluigdo das amostras menos concentradas era atenuada
pela insercdo de volumes maiores, e em conformidade, pela utilizacdo de tempos de
amostragem mais elevados. Estas constatagdes ilustram, como ja foi referido
anteriormente, uma das grandes vantagens da amostragem temporizada (caracteristica da
multicomutagdo e também da SIA), que consiste na possibilidade de variagédo quase
ilimitada do volume de amostragem, permitindo um amplo controlo sobre a diluigéo da
amostra. Como pode ser verificado na Figura 3.5, a insergéo de um padrao de acido félico
com a concentragdao de 1 mg L', a tempos de amostragem crescentes, produz sinais
analiticos cada vez mais elevados até t,=25 s. Com t, entre 25 e 40 s o aumento mantém-
se, embora de forma muito menos pronunciada e ap6s 40 s o sinal aproxima-se da

estabilizag&o.

Amplitude de sinal (cm)
(=]

OI T T T i T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de amostragem (s)

Fig 3.5 — Influéncia do tempo amostragem (i) na intensidade de fluorescéncia de uma solugéo

padréo de 4cido félico 1mg L.
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Mais ainda, a utilizagdo de um t,=1 s (o qual corresponde a um volume de
amostragem de aproximadamente 8,3 pL para um caudal de 0,5 mL min™') permitiu obter
uma relagdo linear entre concentragéo e intensidade de fluorescéncia para uma gama de
concentragbes compreendidas entre 10 e 40 mg L' (Tabela 3.1). Para valores de
concentracéo inferiores a 10 mg L o sinal analitico ndo era mensuravel e acima de 40 mg
L', a deteccéo era impossivel visto ocorrer saturagéo do detector. A utilizagao de t,.=5 s (o
qual corresponde a um volume de amostragem de aproximadamente 42 uL para igual
caudal) possibilitou a determinagao de um intervalo de concentragdes compreendidas
entre 2 e 10 mg L' (concentracdes fora destes intervalo estavam sujeitas as limitagoes de
detecgao anteriormente referidas), enquanto que um ;=25 s (0 que equivale a um volume
de amostragem de aproximadamente 208 pL) foi utilizado para analisar solugoes com

concentragdes entre 0,1 e 2 mg il

Tabela 3.1 — Pardmetros das curvas analiticas obtidas com a metodologia desenvolvida na

determinagdo de dcido fdlico, para distintos tempos de amostragem.

Tempo de Intervalo de Abcissa Coeficiente Ritmo de
_ Declive R.S.D.”
amostragem  concentragdes na de amostragem
o,

(s) (mgL™) origem Regressao (%) (amostra h')
1 10-40 0,1140 0 0,9995 3,0 28
5 2-10 0,3529 0,0191 0,9993 3,0 25
25 01-2 1,6992 -0,0277 0,9978 3,0 22

R.S.D. — Desvio padrao relativo.
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Observou-se também que a insergdo de padroes de 1, 2 e 3 mg L", a tempos de
amostragem compreendidos entre 5 e 25 s, permitia obter relagdes lineares entre tempo
de amostragem e intensidade de fluorescéncia (Fig 3.6). Este resultado esta de acordo
com o referido por Ruzicka e Hansen [53] de que para sistemas com coeficientes de
dispersdo médios e elevados, a altura de sinal é proporcional ao volume de amostragem,
para volumes de amostra inferiores ao volume necessério para obter um sinal equivalente
a metade do sinal correspondente ao estado estacionario (Syz), 0 que transposto em
termos de tempo de amostragem equivale a dizer, um tempo de amostragem metade do

necessario para obter um estado estacionario.

0 - - .
1] 5 10 15 20 25 30

Intensidade de fluorescéncia

Tempo de amostragem (s)

Fig 3.6 — Variagdo da intensidade de fluorescéncia, para tempos de amostragem entre 5 e 25 s,

com trés solugdes padrdo de dcido félico: #- 3 mg L e-2 mg L :m-1mgl’

A utilizagdo do modo continuo demonstrou ndo existir nenhuma interdependéncia
entre tempo de amostragem e comprimento do reactor, como aconteceria caso se optasse
por uma estratégia de paragem de fluxo, visto que, independentemente do comprimento

do reactor utilizado, todas as zonas de amostra estdo sujeitas ao mesmo tempo de
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irradiagdo, que coincide com a sua passagem pela |ampada. Caso se utilizasse a
paragem de fluxo, o tempo de amostragem maximo utilizavel, seria aquele que permitisse
um volume de amostra coincidente com o volume interno do reactor enrolado, pois sé
assim seria possivel assegurar que todas as zonas de amostra eram irradiadas de igual
modo. Por outro lado seria necessario assegurar que a paragem do fluxo eram realizada
de forma reprodutivel, o que nao sendo muito complicado de implementar, constituiria
uma dificuldade suplementar.

Um parametro importante com influéncia directa no processo de fotodegradacéo, e
por isso na intensidade de fluorescéncia, € o pH. A influéncia do pH eﬁ termos de
desenvolvimento da reacgao foi avaliada por insergao de varias solugbes padrao de acido
félico, com uma concentragao de 2 mg L", as quais foram preparadas em diferentes
meios, de forma a obterem-se, no final, diferentes valores de pH. Foram assim ensaiadas,
solugdes de Aacido fdlico preparadas em a&gua desionizada, H,SO, 0,1 M, &cido
acético/acetato de sédio, tampao ftalato, Na,HPO,/KH,PO, e carbonato de sddio 0,1 M,
com utilizacao de tempos de amostragem entre 15 e 30 s. Como solugdes transportadoras
foram empregues as mesmas solugdes originalmente utilizadas para preparar os padroes
de acido félico. Os resultados obtidos demonstraram que um maximo de intensidade de
fluorescéncia é conseguido em meio 4cido acético/acetato de sodio a um pH=5 (Fig 3.7).

Apés dimensionamento e optimizagao da metodologia desenvolvida, foram obtidas
curvas de calibragdo correspondentes a 3 diferentes tempos de amostragem, os quais
permitiram estabelecer 3 intervalos de concentragbes (Tabela 3.1), de modo a definir um
intervalo global de resposta linear concentragao/intensidade de fluorescéncia com valores
compreendidos entre 0,1 e 40 mg L. Estes resultados foram obtidos por insergao das
solugbes padrao para cada intervalo, no minimo em triplicado, a cada um dos tempos de
amostragem de 1, 5 e 25 s, correspondendo aos intervalos de 10-40 mg L™, 2-10mgL"e

0,1-2 mg L, respectivamente.
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Fig 3.7 — Influéncia do pH na intensidade de fluorescéncia de uma solugdo padrdo de &cido

félico 2 mg L. Os diferentes pH foram obtidos a partir de solugées tampéo de acetato 0,01 M.

As equacdes definidas por regressao linear das curvas de calibragao obtidas (Fig
3.8) foram do tipo: A, = a x C, + b, sendo A, a amplitude de sinal (em cm), a o declive, Cp
a concentragao dos padrées (em mg L") e b a abcissa na origem, e sdo apresentadas na
Tabela 3.1 (pagina 23), conjuntamente com os respectivos coeficientes de regressao.

A Figura 3.9 apresenta, a titulo de exemplo, o registo gréfico da calibragéo obtida

a um tempo de amostragem de 1 s.
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Fig 3.8 — Curvas de calibragdo de dcido félico para diferentes tempos de amostragem e

diferentes intervalos de concentragdes: ®- (25s) 0-2mg L W- (55) 2-10mg L”; #-(15) 10-40 mg il
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Fig 3.9 — Registo grédfico da curva de calibragdo de 4cido félico obtida com um tempo de

amostragem de 1 s, e padroes de 10, 20, 30 e 40 mg I

3-27



Determinagdo fotoquimica-fluorimétrica de dcido fdlico

3.3.2.Andlise de preparagoes farmacéuticas

Com vista & avaliagdo do desempenho da metodologia desenvolvida, e desta
forma atestar as potencialidades da sua utilizagdo em procedimentos laboratoriais de
rotina e de controlo de qualidade, o sistema de fluxo multicomutado descrito foi, apos
optimizagdo, aplicado na analise de férmulas farmacéuticas contendo acido fdlico
disponiveis no mercado.

A qualidade dos resultados obtidos foi avaliada por comparagéo com os fornecidos
pelo método de referéncia [5].

Para cada uma das preparagdes farmacéuticas analisadas foram preparadas
solugbes de amostra de diferentes concentragdes, as quais foram analisadas por inser¢ao
no sistema de fluxo, tendo sido os tempos de amostragem seleccionados pelo sistema em
fungdo do respectivo intervalo de concentragoes.

Os resultados obtidos pela metodologia desenvolvida, assim como pelo metodo de
referéncia, na andlise de comprimidos de acido félico comercializados com a
denominacgao de Folicil e Endofolin, sdo apresentados na Tabela 3.2.

Para comprimidos com teores de &cido félico de 5 e 10 mg foram obtidos desvios
relativos da metodologia desenvolvida em relagéo a metodologia de referéncia, expressos
em percentagem, entre —0,5 e 4,3%.

Nao foi observado efeito interferente por parte dos excipientes utilizados na
producgao das preparagdes farmacéuticas.

A inser¢ao repetida (n=10) de um padrao de 2 mg L™ a um tempo de amostragem
de 5 s permitiu determinar o desvio padréo relativo (RSD) da metodologia desenvolvida, o
qual foi de 3.0%.

Os ritmos de amostragem obtidos foram de 28, 25 e 22 amostras por hora para

tempos de amostragem de 1, 5 e 25 s, respectivamente.
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Tabela 3.2 — Resultados obtidos na determinagéo de 4cido félico em produtos farmacéuticos.

Concentrag@o Concentragio determinada
(mgfcomprimido)

Amostra declarada Lote Metodologia Metodologia de RD
(mg/comp.) analisado Desenvolvida Referéncia (%)*

Folicil 10 A 9,83+0,29 9,88 -0,5
B 10,2+0,31 10,1 1,0

Cc 9,77+0,29 9,70 0,7

Endofolin 5 D 5,06+0,15 4,86 4.1
E 5,124+0,15 4,91 4,3

* Desvio relativo, expresso em percentagem, da metodologia desenvolvida em relagao a metodologia de

referéncia.

3.4.Conclusoes

A metodologia desenvolvida revelou ser uma alternativa credivel e vantajosa para
a determinagéo de acido félico em preparagdes farmacéuticas, especialmente se tivermos
em consideragdo que as metodologias normalmente propostas e recomendadas pelas
diferentes Farmacopeias sdo caracterizadas por serem lentas, chegando a requer um
tempo de andlise por amostra de cerca de 40 min, e laboriosas, visto que requerem a
utilizagao de indmeros reagentes e varias manipulagdes. Pelo contrario, a metodologia
proposta demonstrou ser rapida, selectiva, sensivel e de simples operagao.

O desenvolvimento de sistemas multicomutados, através da utilizag@o de valvulas

solendides, possibilita a implementagédo de redes de fluxo multidireccionais, as quais
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conferem ao sistema uma elevada versatilidade em termos de processamento da amostra.
Proporciona ainda um controlo efectivo sobre o processo de insercao da amostra, visto
que, com base num controlo temporizado, permite a insergéo de volumes perfeitamente
definidos e precisos, os quais garantem uma adequada manipulagéo da dispersao, com a
producéo de diferentes valores de diluigdo adaptados & concentragdo amostra, permitindo
alargar a gama de concentragdes determinavel.

A execugdo de reacgdes fotoquimicas no interior de um sistema de fluxo
apresenta um elevado potencial de aplicagao, visto que a luz pode ser considerada como
que um reagente ideal, pela sua facilidade de utilizagéo, conveniéncia, flexibilidade e
baixo custo. Estas caracteristicas, aliadas ao bom desempenho e elevada sensibilidade
da deteccao fluorimétrica, permitem que esta estratégia combinada possa ser utilizada
com vantagem em sistemas quimicas similares, com especial énfase na analise de

produtos farmacéuticos.
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CAPITULO

4

DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA
DE PINDoLOL com COMPENSACAO DO
EFEITO SCHLIEREN

O pindolol é um bloqueador B-adrenérgico usado no tratamento da hipertenséo e
da angina de peito. Neste capitulo é descrito o desenvolvimento e implementagdo de uma
metodologia analitica baseada na utilizagdo de um sistema de fluxo multicomutado para
determinagao espectrofotométrica de pindolol em produtos farmacéuticos. A metodologia €
baseada na reacgdo de complexagdo entre o pindolol e o catiao Fe(lll), e implementada
recorrendo & amostragem bindria. A ocorréncia de perturbagdes nos sinais analiticos como
resultado do efeito Schiieren, situagdo frequente e limitadora das medidas em sistemas de
fluxo e que esta associada a presenga de acentuados gradientes de concentragdo, €
evitada através da utilizagdo de uma estratégia que implica o processamento em linha da
solugdo transportadora. Desta forma evitam-se os gradientes de concentracdo e portanto
as diferengas entre os indices de refracgdo da solugdo transportadora e da zona de

amostra.
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4.1.Introdugéo
4.1.1.Caracterizagdo do pindolol

O pindolol, 1-(indol-4-iloxi)-3-isopropilaminopropano-2-ol (Fig 4.1), pela primeira
vez sintetizado em 1969, é uma substancia cristalina branca, praticamente insoluvel em

agua, pouco soltivel em etanol e em cloroférmio e razoavelmente soltvel em metanol [1]:

O.CH2.C|)H.CH2.I\I-|.CH(CH3)2

OH

Fig 4.1 Estrutura do pindolol.

A administragdo oral de pindolol é seguida de uma rapida e quase completa
absorgao (95%). Devido a insignificante acgao do figado, aquando da primeira passagem,
a sua biodisponibilidade é elevada rondando os 90% da dose oral, atingindo uma
concentragdo plasmatica maxima entre 1 a 2 horas apés a administragéo. Cerca de 40%
encontra-se ligado as proteinas plasmaticas, sendo parcialmente metabolizado no figado e
excretado na urina, quer inalterado (40%) quer na forma de metabolitos (sob a forma de

glucuronideos ou derivados fendlicos conjugados com sulfato ou glucuronato).

42



Determinagéo espectrofotométrica de pindolol

4.1.1.1.Actividade

O pindolol é um B-bloqueador moderadamente liofilico, ndo cardioselectivo, com
actividade simpaticomimética intrinseca mas baixa actividade ao nivel da estabilizacao das
membranas [1]. Como B-bloqueador é um inibidor competitivo do efeito das catecolaminas
nos receptores p-adrenérgicos, sendo este efeito néo selectivo, pois tanto actua ao nivel
dos receptores B-1 (corag@o) como B-2 (musculo liso). Ao nivel do coragao tem efeitos
inotropico e cronotrépico negativos, reduzindo a actividade cardiaca e provocando um
efeito hipotensor: numa primeira fase a resposta cardiaca é diminuida provocando uma
diminuigdo da pressdo sanguinea, a qual permanece baixa mesmo apds o retomo a
normalidade da actividade cardiaca. Por outro lado, reduz os impulsos simpaticomiméticos
do coragdo em repouso. No entanto, a sua actividade simpaticomimética intrinseca
mantém o coragdo com um estimulo basal semelhante ao produzido pela actividade
simpaticomimética normal em repouso. Desta forma a frequéncia cardiaca, a
contractilidade em repouso e a condugdo intracardiaca ndo sdo desnecessariamente
deprimidas. Como consequéncia o risco de bradicardia é pequeno e o débito cardiaco
normal ndo é reduzido. A actividade simpaticomimética verifica-se mesmo na auséncia de
catecolaminas, funcionando portanto como agonista parcial, o que lhe confere

propriedades vasodilatadoras de relevancia clinica [2].

4.1.1.2. Indicagbes terapéuticas

O pindolol é usado no tratamento da hipertenséo, angina de peito (prevengao de
crises), arritmias cardiacas e sindroma cardiaco hipercinético, em doses entre 5-30 mg
diarios. Mais recentemente, o pindolol tem sido usado como agente potencializador de
outros farmacos, como por exemplo da buspirona [3], no tratamento de estados

depressivos e de ansiedade.
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4.1.2.Métodos de analise

E relativamente amplo o conjunto de metodologias analiticas propostas para
determinagéo de pindolol em preparagdes farmacéuticas e em amostras biologicas.

A Farmacopeia Portuguesa recomenda a titulagao potenciométrica do pindolol em
metanol, com HCI [4].

Entre as metodologias analiticas envolvendo técnicas espectrofotométricas para
analise de preparagdes farmacéuticas, destacam-se: determinagéo directa da absorvancia
a 264 nm em meio cloridrico [5], a reacgdo com o acido p-cloroanilico em acetonitrilo e
determinagao da absorvéncia do composto formado a 522 nm [6], com a 2,3-dicloro-5,6-
diciano-p-benzoquinona em acetonitrilo [7], com o 4-dimetilaminobenzaldeido em meio
acido [8], com a 4-nitroanilina diazotada em tampéo citrato a pH=6 [9] e com o reagente de
Folin-Ciocalteu em meio alcalino [10] com determinagdo da absorvancia dos produtos
formados a, respectivamente, 460, 570, 435 e 765 nm. Foram também propostos como
reagentes cromogénicos para determinagéo espectrofotométrica de pindolol o Fe(lll) [11],
a vanilina [12] e os oxidantes persulfato de sédio e peroxido de hidrogénio [13]. No que
concerne a espectrofotometria derivativa ha a assinalar trabalhos que envolvem
determinagdes biparamétricas de pindolol e captopril [14], e pindolol e clopamida [15].

As técnicas fluorimétricas tém uma aplicagdo limitada para andlise de pindolol,
havendo a referir uma metodologia directa em etanol para ensaio de comprimidos [16] e,
mais recentemente, fluorimetria sincrona [17] para determinagao simultanea de pindolol e
propanolol em comprimidos e em amostras de urina.

As técnicas cromatograficas sdo sem duvidas as mais divulgadas na determinagao
deste composto, sobretudo no que concerne a cromatografia liquida, com um vasto campo
de aplicagdes em que sobressai a analise de amostras biolégicas. A cromatografia liquida

de alta pressdo com detecgdo amperométrica [18, 19], com detecgao ultravioleta [20-23] e
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com detecgéo fluorimétrica [24-26] foi aplicada na determinagdo de amostras com origens
tao diversas como urina, plasma, soro e preparagdes farmacéuticas.
Foram também propostas metodologias de cromatografia gés-liquido com detector

de captura electronica para determinagao de pindolol em plasma e urina [27, 28].
4.1.3.Efeito Schlieren

Num sistema de fluxo continuo, seja ele um sistema FIA, SIA ou multicomutado, a
amostra é injectada ou inserida numa solugao transportadora, sofrendo uma dispersao de
extensdo varidavel enquanto € encaminhada até ao detector. Quando a amostra e a
solugéo de transporte apresentam diferentes conéentragﬁes salinas, a dispersao mutua vai
originar o aparecimento de gradientes de concentragdo. Em espectrofotometria de
absorgdao molecular, e dada a influéncia da concentragéo no indice de refracgdo, o
aparecimento de gradientes de concentragdo esta associado a formagdo dos
correspondentes gradientes de indice de refracgéo [30] os quais seréo tanto mais intensos
quanto maior for a diferenga de concehtragéo entre a zona de amostra e a solugao
transportadora. Estas diferengas no indice de refracgdo podem afectar a direcgao de
propagagao do feixe de radiagéo incidente, provocando o aparecimento de perturbagoes
no sinal analitico, fenémeno denominado efeito Schiieren, o qual, e no que diz respeito a
metodologias de fluxo, foi pela primeira vez observado por Krug et al. numa determinagao
turbidimétrica de sulfato por FIA [31]. Este fenémeno apresenta aspectos extremamente
negativos, podendo comprometer seriamente a precisao, exactidao e limite de detecgao da
metodologia [32].

O efeito Schiieren, que se manifesta pela quantidade de radiag@o incidente que
atinge o detector, pode assumir duas formas (Fig 4.2-A e 4.2-B) as quais poderao ser
explicadas do seguinte modo: se uma solugdo com uma elevada concentragao salina, e

portanto com um elevado indice de refracgdo, é inserida numa solugéo transportadora
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constituida, por exemplo, por 4gua destilada, a zona de amostra adquirira por dispersdo no
transportador uma configuragéo parabdlica com conformagdes distintas, tanto na interface

frontal como na cauda do segmento de amostra intercalado.

(A)
Fonte
Detector de luz
]
n<mn
<+—— Direcgéo do fluxo
(8)
~. normal
LY
\\‘
\\ ”
Detector s:?tt:ez

n<n
<+—— Direcgéao do fluxo

Fig 4.2 — Desvio na direc¢do de propagagdo de um feixe de luz ou atravessar zonas com
distintos indices de refracgdo. A — Porgdo frontal da zona de amostra: o feixe de luz, ao passar de uma
Zona de alto indice de refracgdo (correspondente & amostra) para outra com um valor inferior (solugdo
transportadora), é refractado em direcgdo ao detector. B — porgdo terminal da zona de amostra: o feixe de
luz atravessa de uma zona de menor indice de refracgdo para outra com um valor superior, sendo

desviado do detector.
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Esta configuragdo parabdlica ¢ justificada, de acordo com a teoria de transporte em
condigdes de fluxo laminar [33], pela maior velocidade do liquido na zona c.;entral do tubo,
e estabelece zonas ou linhas de idéntica concentragdo salina, e portanto com idéntico
indice de refracgdo, também elas com uma configuragdo parabdlica [30]. Durante a
detecgdo, a interface frontal da zona de amostra, que percorre a célula de fluxo na
direcgdo indicada na Fig 4.2-A, é atravessada por um feixe de luz incidente o qual se
propaga de uma zona de alto indice de refracgdo para uma outra de baixo indice de
refracgao. O feixe de luz é por isso refractado, afastando-se do plano normal ao plano de
separagdo de zonas, sendo focado em direcgdo ao detector. Deste fendmeno resulta um
aumento da quantidade de luz que atinge o detector, tendo como consequéncia uma
diminuigdo da absorvancia aparente e sendo por isso obtido e registado um “pico negativo”
(pico invertido). Quando a interface terminal da zona de amostra percorre por sua vez a
célula de fluxo, ocorre o fenémeno inverso (Fig 4.2-B): o feixe de luz incidente passa de
uma zona de baixo indice de refracgdo para uma zona de alto indice de refracgé@o, sendo
refractado na direcgao do plano normal ao plano de separagdo de zonas. Desta forma o
feixe de luz é afastado do detector, sendo portanto inferior a quantidade de radiagao que o
atinge, o que, funcionando como um aumento da absorvancia aparente, resulta num
registo ou pico positivo. Em situages em que o indice de refracgédo da amostra € inferior
ao indice de refracgdo da solugdo transportadora, ocorre um fenémeno semelhante
embora numa sequéncia inversa: a zona frontal da amostra produz um pico positivo e a
zona terminal um pico invertido.

S&o varios os factores que afectam a amplitude do efeito Schlieren [34], e que
estdo directa ou indirectamente relacionados com a formagdo de gradientes de
concentragdo entre amostra e solugao de transporte. Neste grupo de factores destacam-se
todos aqueles que num sistema de fluxo afectam a dispersdo da amostra [35], como sejam
o volume de amostra, caudal, comprimento do reactor e forma de adigao dos reagentes,

além da densidade e viscosidade da solugdo de amostra e da solugdo transportadora.
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Assim sendo, quanto menor for a dispersdao mais acentuados serao os gradientes de
concentragdo, fazendo com que o efeito Schiieren seja particularmente manifesto em
sistema de fluxo de baixa dispersdo, nomeadamente sistemas de canal unico [35, 36].

Foram propostas diversas estratégias para correcgdo ou eliminagao do efeito
Schiieren, muitas das quais foram objecto de andlise num trabalho de revisao
recentemente publicado [34]. Uma estratégia simples sera a compatibilizagdo das
caracteristicas fisico-quimicas, fundamentalmente do indice de refracgao, da amostra e do
transportador. Esta compatibilizagdo pode ser conseguida por adicao de um soluto
quimicamente inerte, quer na fase de preparagd@o das solugoes [36, 37] quer em linha, na
prépria montagem de fluxo [38, 39]. Ha no entanto situagdes em que esta estratégia é
impraticdvel, como por exemplo quando o nimero de amostras para analise é elevado e
apresenta concentragdes salinas elevadas e dispares ou quando se intercala uma resina
de permuta idnica.

Alternativamente podera minimizar-se o efeito da interacgdo entre a zona de
amostra e a solugdo transportadora através da execugédo das leituras de absorvancia em
zonas nao afectadas ou inferiormente afectadas por gradientes de concentragéo, ou entao
limitando objectivamente o grau de interacgdo recorrendo a um sistema de fluxo
monosegmentado [40] ou utilizando elevados volumes de amostra [32].

Dada a dependéncia dos gradientes de concentragdo em relagao a dispersao, uma
forma expedita de reduzir a formag@o dos primeiros sera através da optimizagao das
condigdes de mistura amostra/transportador, 0 que pode ser conseguido utilizando
reactores que promovam uma continua alteragao da direc¢do do fluxo [41], com a adigao
dos reagentes por confluéncia [42] ou através do recurso a camaras de mistura [43].

O efeito Schiieren pode ser também corrigido ou compensado com estratégias
baseadas em procedimentos instrumentais. Zagatto et al. [35] propuseram a execugao de
medidas de absorvancia a dois comprimentos de onda diferentes, na mesma célula de

fluxo e com utilizagdo de um espectrofotémetro com diodos em linha (diode-array), uma
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das medidas quantificando o analito e a interferéncia, enquanto que a segunda medida
quantificava unicamente a interferéncia. O valor de absorvancia do analito era obtido pela
diferenga entre estes valores. Por sua vez Leach et al. [44] propuseram a utilizagdo de
duas células de fluxo, colocadas sequencialmente e separadas por um reactor de
transferéncia, em que o sinal era calculado pela variagdo da absorvancia em fungéo do
tempo. Foi verificado que o gradiente de concentragdo minimo correspondia ao maximo de
absorvancia, 0 que permitia a obtengdo de um sinal analitico praticamente isento de
interferéncias. Mais recentemente Maniasso et al. [45] propuseram o estabelecimento de
dois fluxos com gradientes de concentragdo idénticos, embora simétricos, os quais eram
feitos convergir de modo o obter-se um fluxo Unico com o gradiente de concentragao

anulado, uma vez que a soma vectorial dos gradientes convergentes era igual a zero.

4.1.4.0bjectivo

A complexagao de ides metalicos com produtos farmacéuticos tem sido utilizada
como reac¢ao base de muitos procedimentos analiticos. Este trabalho tem como objectivo
o desenvolvimento de uma sistema de fluxo multicomutado, simples, de baixo custo e
versatil, para determinagdo de pindolol em preparagdes farmacéuticas, com base na
complexagao deste B-bloqueador com o Fe(lll), 0 qual possa também representar uma
estratégia expedita para a supressao, em linha, do efeito negativo associado a diferenca
de indices de refracgdo frequentemente existente entre a zona de amostra e a solugao

transportadora.
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4.2.Parte Experimental
4.2.1.Reagentes e solugcdes

As solugdes padrdo de pindolol foram preparadas usando a substancia produzida
pela Sigma-Aldrich, ref. PO778, sem qualquer purificacéo prévia. Uma solugao mais
concentrada de pindolol, com a concentragdo de 500 mg L™, foi preparada semanalmente
por dissolugdo de 50 mg de farmaco em 0,2 M HCI, seguido de diluicao até 100 cm?® com a
mesma solugdo de HCI. Esta solugdo foi mantida no frigorifico e protegida da luz. As
solugées padrao de trabalho utilizadas para elaboragéo das curvas de calibragao, foram
obtidas diariamente por diluicdo apropriada da solhugéo de reserva com HCI 0,2 M.

A solugdo reagente de Fe(lll), com a concentragéo de 0,5 M, foi preparada por

dissolugdo de quantidades definidas de FeCls.6H,0 numa solugéo de HCI 0,2 M.
4.2.2.Equipamento

Como sistema de detecgéo, incorporado na montagem de fluxo para avaliagao da
absorvancia das solugdes, foi utilizado um espectrofotémetro LaboMed, modelo Spectro
22RS, o qual estava equipado com uma célula de fluxo com um volume ptico de 18 pl.

A montagem de fluxo compreendia um conjunto de 5 vélvulas solendides de 3 vias
da marca NResearch, modelo 161 T031, ja anteriormente caracterizadas.

As tubagens utilizadas para transporte das solugdes possuiam um diametro interno
de 0,8 mm e eram em Teflon. A propulsdo das solugdes foi efectuada por aspiragao, com
recurso a uma bomba de pistdo da marca Razel, modelo A-99, a qual foi equipada com

uma seringa de plastico com a capacidade de 50 mL.
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As titulagbes potenciométricas em meio ndo-aquoso, utilizadas como método de
referéncia, foram executadas num sistema de titulagdo automdtico cuja constituicéo foi ja

referida anteriormente (Capitulo 2).

4.2.3.Montagem de fluxo multicomutado

O desenvolvimento e implementagao da montagem de fluxo foi subordinada a trés
objectivos fundamentais: uma geometria globalmente simples, facilmente controlada por
computador, com elevadas sensibilidade e eficiéncia analitica e garantindo a supressao
dos efeitos indesejaveis associados a presenca de gradientes de concentragao. Com base
nestes pressupostos a montagem de fluxo multicomutado foi desenhada com 5 valvulas
solendides de 3 vias (Fig 4.3), tendo 3 dessas vélvulas (V4, V> € V3) um dos canais
obstruidos de forma a funcionarem como valvulas de canal uUnico, e que portanto, em
termos operacionais, se pudessem considerar como valvulas do tipo aberto/fechado
(on/off).

Em termos de especificagdo de fungdes, V, era a valvula responsavel pela
insergdo da amostra, enquanto que V, e V3 eram responséveis pela introdugéo da solugao
de Fe(lll) e HCI 0,2 M, respectivamente, e o seu accionamento combinado tinha como
atribuigdo a produgdo em linha da solugéo reagente que funcionava de igual modo como
solugdo transportadora. Uma confluéncia (C) permitia convergir os trés fluxos originais,
antes do reactor (L). As valvulas V4 e Vs controlavam o direccionamento do fluxo,
condicionado & opgao de detecgao ou de lavagem e substituigao da amostra.

Numa primeira fase tinha lugar a produgédo em linha da solugéo transportadora,
através do accionamento alternado entre as posigdes 1 e 2, durante intervalos de tempo
pré-definidos, das vélvulas V. e V; responsdveis pela insercéo da solugao de Fe(lll) e da

solugdo de HCI 0,2 M, respectivamente (Fig 4.3). Obtinha-se deste modo uma sequéncia

411



Determinagdo espectrofotométrica de pindolol

de intercalagdo das duas solugdes, com um padréo definido em fungéo da temporizagéo

de V, e V; (Fig 4.4-A).

Vs

Fig 4.3 — Montagem de fluxo muiticomutado para eliminagdo do efeito Schiieren e determinagao
de pindolol por reacgdo com o catido ferro(lll): A - amostra; A1 — HCI 0,2 M; Rz — solugdo de ferro(lll) 0,5
M: Vs, Vi, Vi, Vs @ Vs - védlvulas solendides (as linhas continuas correspondem a posigdo 2 e o tracejado a
posigdo 1); L — reactor enrolado, 1metro de comprimento; D - detector; B — bomba de pistao; C - ponto de

confluéncia; z — canal obstruido; Q — caudal, 1 mL min’".

A solugdo transportadora assim produzida, era encaminhada através de V,, na
posicdo 2, em direcgao ao detector, através do qual fluia, sendo aspirada por Vs colocada
também na posigdo 2. V, permanecia na posigdo 2. A amostra era inserida por
accionamento alternado entre as posigoes 1 e 2 das valvulas V, e V,; com uma
temporizagio idéntica a utilizada para produzir a solugéo reagente (transportadora).

Obtinha-se assim um esquema de intercalagdo de solugdes semelhante ao
produzido anteriormente, apenas com substituigdo da solugao de HCI 0,2 M pela solugéao

de amostra (Fig 4.4-B). Como a solugdo de amostra era preparada em HCI 0,2 M, o
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gradiente de concentragdo resultante da insergdo da amostra era semelhante ao da
solugéo transportadora. A zona de amostra era depois encaminhada, através do reactor L
e de V4, em direcgdo ao detector, num processo similar ao descrito para a solugdo

transportadora. Durante esta fase V; permanecia na posigao 2.

Fig 4.4 - (A) - Sequéncia de intercalagdo para o processamento em linha da solugédo
transportadora e para insergdo da amostra: A - amostra; H - HCI 0,2 M; F - solugao de ferro(lll) 0,5 M; as
linhas superiores indicam a vélvula colocada na posig@o 1 e as linhas inferiores referem-se a posigao 2. O

tempo estd expresso em unidades arbitrérias. (B) — fluxo resultante: a — amostra.

Apés a obtengdo do maximo do sinal ocorria a substituicdo da amostra,
acompanhada da lavagem do sistema analitico: V4, V4 e Vs eram colocadas na posigao 1,
enquanto que V, e V3 permaneciam na posigéo 2. A nova amostra era inserida através de
V, e encaminhada para dreno por intermédio de V, e Vs, ligadas por uma tubagem de
reduzidas dimensées de forma a que o processo fosse rapido, sem passar pelo detector.

Depois V, era colocada na posigdo 2 e era retomado o esquema de preparagdo da
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solugéo transportadora por intermédio de V, e V3, primeiro para lavagem (com V4 e Vs na
posicdo 1) e depois para detecgéo, quando V, e Vs retornavam a posigao 2.

A obtencdo da curva de calibragdo envolveu a insergdo de um conjunto de
solugdes padrao com concentragdes definidas, com recurso a uma temporizagao das
valvulas idéntica a utilizada para as amostras.

A propulsdo das solugdes foi efectuada por aspiragéao a um caudal de 1 mL min™.

4.2.4.Método de referéncia

As preparagdes farmacéuticas contendo pindolol analisadas pela metodologia
desenvolvida foram as denominadas Visken, com uma dosagem de 5 mg de pindolol por
comprimido, e Visk&ne, com uma dosagem de 5 mg de pindolol por comprimido. Para a
preparacao das solugdes das formulagdes farmacéuticas foram pesados e pulverizados 20
comprimidos de cada uma das formulagdes analisadas, e depois foram tomadas
quantidades apropriadas de pé que foram dissolvidas em HCI 0,2 M, seguido de diluigao
até 500 mL com a mesma solugdo. As solugdes de amostra foram filtradas antes de se
proceder & sua analise.

A determinagéo de pindolol na matéria-prima e em comprimidos, foi executada de
acordo com a Farmacopeia Portuguesa [4] por titulagdo potenciométrica em solugao nao-
aquosa. Este método foi baseado na dissolugdo do farmaco em metanol e titulagao

potenciométrica com um padréo de HCI 0,1 M.
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4.3.Resultados e sua discussao

Sdo em numero elevado as metodologias propostas para determinagdo de
produtos farmacéuticos baseadas na detecgdo espectrofotométrica dos produtos de
reacgao formados por complexagdo com catides metdlicos, especialmente com os catides
Fe(lll), Pd(ll) e Cu(ll). Muitas destas metodologias foram ja desenvolvidas com recurso a
sistemas de fluxo continuo. Os valores de concentragdo de sais e acidos normalmente
envolvidos nestas reacgdes, nomeadamente quando o catido Fe(lll) é utilizado, e que sao
de uma forma geral razoavelmente elevados, originam elevados gradientes de
concentragdo e consequentemente elevados gradientes de indice de refracgao, em virtude
da diferenca de indice de refracgao entre a solu¢éo de amostra e a solugao reagente.
Estes gradientes originam perturbagdes no sinal analitico (efeito Schiieren), perturbagoes
estas que se manifestam ao nivel da detecgdo, especialmente no respeitante a porgao
frontal e terminal da zona de amostra, com aparecimento de picos negativos e positivos. O
trabalho referido neste capitulo foi desde o seu inicio condicionado pelo aparecimento do
efeito Schlieren, e todos os esforgos desenvolvidos visaram inicialmente a sua eliminagao,
e s6 depois a optimizagdo da montagem de fluxo multicomutado com vista a determinaga@o
de pindolol em preparagbes farmacéuticos. A abordagem utilizada permitiu a resolugéo
com sucesso do problema, criando perspectivas de aplicagdo noutras situagoes

semelhantes.
4.3.1.Eliminagéao do efeito Schlieren

A reacgdo entre o pindolol e o ferro(lll), em meio acido, inicialmente descrita por
Pecanac et al. [11], produz um complexo corado esverdeado, com um maximo de
absorvancia a 635 nm. A avaliagdo de alguns aspectos da cinética da reacgéao, realizada

no ambito deste trabalho e levada a cabo através da execugdo de um conjunto de ensaios
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discretos, permitiu verificar que a intensidade de cor é fortemente dependente da

concentragdo de pindolol (Fig 4.5), do pH (Fig 4.6) e da concentragdo de Fe(lll) (Fig 4.7).
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Fig 4.5 - Influéncia da concentragdo de pindolol na ampiitude do sinal obtido por reacgao com
uma solugédo de ferro(lll) 0,5 M em HCI 0,1 M, para solugdes de pindolol com a concentragdo de: x — 75

mgL';®-50mgL’; m-25mg L;e-10mglL’".
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Fig 4.6 — Influéncia da concentragdo de HCI na intensidade do sinal obtido por reacgao de um
padrao de pindolol 50 mg L' com uma solugdo de ferro(llf) 0,5 M, para concentragdes de HCl de: x — 0,5
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Amplitude de sinal (cm)

Tempo (min)

Fig 4.7 - Influéncia da concentragdo de uma solugdo de ferro(lll) na intensidade do sinal obtido
por reacgdo com um padrdo de pindolol 50 mg L' para uma concentragdo de HC! de 0,1 M.

Concentragées de ferro de: ®- 0,5 M, - 0,25 M; ®- 0,05 M.

A implementagéo desta reacgdo com recurso a uma metodologia de fluxo obriga a
considerar também um conjunto de parametros analiticos, como sejam o volume de
amostra, o caudal e o comprimento do reactor, os quais afectam de forma acentuada a
dispersdo da amostra, e portanto o sinal analitico obtido.

A abordagem inicial para implementagdo da metodologia em fluxo consistiu na
utilizagao da solugéo de ferro(lll) como solugéo transportadora, na qual era intercalada a
solugdo de amostra depois encaminhada para o detector. A solugdo de ferro(lll) era
também utilizada para ajustar o zero de absorvéncia, correspondente a linha de base.
Apesar de serem ambas as solugdes preparadas com &cido cloridrico 0,1 M obtinha-se na
detecgdo (considerando os valores de absorvancia) um pico positivo, logo seguido de um
pico invertido. Em termos de registo gréfico obtiveram-se na realidade dois picos positivos

devido as caracteristicas do espectrofotometro utilizado, que convertia valores de
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absorvancia abaixo do valor zero, em potenciais positivos, que como tal eram

considerados pelo registador (Fig 4.8).

Amplitude de sinal (cm)
(4]
1

-l - - - - - - —-—-—

Tempo

Fig 4.8 — Registo gréfico do duplo pico obﬁdo devido ao efeito Schiieren.

O duplo pico manifestava a sua presenga mesmo na auséncia de pindolol, quando
se inseria apenas a solugdo de HCI 0,1 M, ou quando se revertia 0 processo, usando-se a
solugdo de HCI ou de pindolol em HCI como transportador, e depois intercalando uma
aliquota da soluga@o reagente de ferro(lll). Verificou-se entdo que o duplo pico era devido
maioritariamente a elevada concentragéo do catido ferro(lll) (0,5 M), visto que a diminuigao
da concentragdo deste tinha como efeito a diminuigdo da altura dos picos obtidos. De
facto, o maior indice de refracgdo da solugdo de ferro(lll) 0,5 M em HCI 0,1 M, quando
comparado como indice de refracgdo da solugéo de HCI 0,1 M ou com o da solugdo de
pindolol em HCI 0,1 M, motivava a ocorréncia de alteragées na direcgédo de propagagéo do

feixe de radiagao incidente, provocando o aparecimento de duplos picos (o pico positivo
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coincidia com o sinal analitico caso a amostra contivesse pindolol) na detecgdo. Este
fenémeno afectava a forma e a magnitude do sinal analitico, especialmente no caso de
solugdes com baixa concentragdo em pindolol, uma vez que a insergcdo de HCI 0,1 M ja
originava um pico positivo elevado, sendo portanto impossivel de discemir se a
intensidade de sinal era atribuivel & amostra ou ao solvente. Por outro lado, no caso das
concentragdes mais baixas, o elevado valor de pico do solvente provocava um desvio da
zona de resposta linear.

Uma forma, aparentemente simples, de atenuar o efeito Schiieren residia portanto
na compatibilizagdo dos indices de refracgdo das duas solugbes, o que foi em parte
alcangado, embora ndo na extensdo desejada, com o aumento da concentragéo de HCl na
solugao de pindolol. Uma outra estratégia, também testada para atenuar o efeito Schlieren,
foi a utilizagao de reactores mais longos e células de fluxo com um grande volume 6ptico
(80 e 230 puL). O objectivo pretendido foi 0 aumento da dispersdo mutua entre a amostra e
o transportador, de forma a reduzir o gradiente de concentragdo e assim obter uma
atenuagdo do efeito Schiieren. O objectivo foi parcialmente atingido, acrescido de uma
melhoria na reprodutibilidade dos sinais analiticos, embora por outro lado, se tenham
obtido sinais analiticos mais reduzidos e bastante mais largos, afectando a sensibilidade e
o ritmo de amostragem.

Em qualquer umas das estratégias ensaiadas existia uma diminuicdo da
intensidade dos gradientes de concentragdo, os quais nunca eram completamente
eliminados, mesmo no caso da tentativa de compatibilizagao dos indices de refracgéo das
duas solugdes. No entanto, a multicomutagdo possibilitava, em virtude das suas
particulares caracteristicas funcionais [29], a implementagao de uma abordagem que fazia
prever algum sucesso: uma vez que a insergdo da amostra se processa por intercalagéo
de aliquotas de amostra e reagente (neste caso também utilizada como solugéao
transportadora) de forma a facilitar a homogeneizagao da zona de amostra, e dado que era

possivel utilizar o mesmo solvente na preparagdo da solugdo de pindolol e de ferro(lll)
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(neste caso uma solugdo de HCI), seria entdo possivel preparar a solugao reagente em
linha, durante a andlise, de forma a conferir-lhe as mesmas caracteristicas, em termos de-
perfil de concentragéo e por isso de indice de refraccdo, da zona de amostra. Assim,
considerando que a insergao da amostra se processava por intercalagdo de aliquotas da
solugdo de pindolol em HCI com aliquotas da solugéo de ferro(lll) em HCI, sendo o volume
destas aliquotas definido por temporizagdo da abertura da valvula solendide responsavel
pela solugdo respectiva, a solugdo transportadora era estabelecida por intercalagao de
aliquotas da solugdo de HCI com aliquotas da solugdo de ferro(lll) em HCI utilizando o
mesmo esquema de temporizagdo utilizado para insergdo da amostra. O que acontecia
entdo, e que distinguia a fase de insergdo da amostra da fase de preparagao do
transportador, era a substituicdo da solugao derpin'dolol em HCI pela solugdo contendo
exclusivamente HCI (com idéntica concentragdo no &cido). Sendo a concentragao de
pindolol na primeira solugdo extremamente baixa nao tinha influéncia em termos de indice
de refracgao final da solugdo, de modo que o indice de refracga@o das solugdes de HCI na
presenga e na auséncia de pindolol era semelhante. Assim sendo, e em termos de indice
de refracgdo, podemos considerar qué se evitava a formagdo de gradientes de
concentragao, apresentando o fluxo resultante uma uniformidade de indice de refraccao
entre a zona de amostra e a solugdo transportadora, o que tinha como resultado a
supresséao do efeito Schiieren.

Esta solugdo tem vantagens em relagdo a outras solugdes propostas
anteriormente: € um processo simples, que sendo baseado numa nova estratégia
operacional do equipamento correntemente utilizado, n@o implica alteragédo da geometria
do sistema ou o recurso a outros desenvolvimentos instrumentais. Mantém a integridade
da amostra, ndo sendo necessario, por exemplo, a compensagdo do indice de refracgao
com um sal inerte. Por outro lado, e uma vez que a magnitude do efeito Schlieren &
afectada pelo volume de amostra inserido [35], é possivel variar indiscriminadamente este,

sem estar sujeito ao efeito do indice de refracgdo. Mais ainda, qualquer manipulagao da
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amostra, em termos de sequéncia de intercalagdo amostra/reagente, incluindo a sua
temporizagéo, pode ser reproduzida durante o processamento da solugéo transportadora
mantendo uniforme o indice de refracgé@o do fluxo resultante. Finalmente, é possivel aplica-

lo a qualquer reacgao, envolvendo distintos analitos e distintos reagentes.

4.3.2.0ptimizagdao da montagem de fluxo

Apés a resolugdo dos problemas associados com o efeito Schiieren, o objectivo do
trabalho visou a optimizagdo do sistema de fluxo multicomutado, no que diz respeito a
definicdo das varidveis quimicas e da configuragdo da montagem, e & sua posterior
aplicagao na determinagéo de pindolol em produtos farmacéuticos.

A realizagdo de ensaios discretos para avaliagdo da cinética da reacgao
demonstrou que, como ja foi referido, esta é acentuadamente afectada pela concentragéo
de HCI (Fig 4.6) e pela concentragédo de catido Fe(lll) (Fig 4.7). Permitiu também verificar
que para uma concentragdo de HCI 0,1 M e de Fe(lll) 0,5 M, valores considerados como
eventualmente os mais adequados para a obtengdo de um méximo de sinal analitico, a
absorvancia maxima era atingida ao fim de, aproximadamente, 2 min.

A implementagdo da reacgdo num sistema de fluxo implicava ter em consideragéo
alguns aspectos, como sejam uma adequada mistura amostra/reagente e um tempo de
reacgdo tal, de forma a garantir um adequado desenvolvimento da reacgdo garantindo
igualmente um ritmo de amostragem favoravel. A insergdo da amostra sob a forma de um
volume (nico, como acontece num sistema FIA convencional, iria requerer o estabelecer
de um compromisso entre comprimento do reactor, caudal e volume de amostra, de modo
a assegurar que através da mutua dispersdo, a reacgdo iniciada na interface
amostra/reagente fosse depois estendida a toda a zona de amostra. Este pressuposto, a
dispersdo controlada, constitui um dos principios basicos do FIA. A multicomutagao [29]

proporciona no entanto um modelo diferente de actuagdo: em vez de um volume unico de
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dimensao variavel, podem intercalar-se, sequencialmente, pequenas aliquotas de amostra
e de solugdo reagente, favorecendo assim a homogeneizagdo da zona de reacgao,
atingida de forma muito mais rapida, o que favorece o desenvolvimento da reacgéo. Por
esta razao é possivel reduzir o comprimento do reactor e, deste modo, o tempo necessario
para a andlise. O controlo do processo de amostragem binaria através de uma rotina
temporizada, assegura a reprodutibilidade da operagdo e permite, adicionalmente, a
selecgdo do volume global de amostra mais apropriado (em fungéo do numero de ciclos)
assim como da razdo entre o volume das aliquotas de amostra e de reagente,
possibilitando um controlo mais efectivo da dispersdo, e consequentemente, da reacgao
quimica. Como resultado, e independentemente do volume de amostra inserido, obtém-se
uma sucesséao de interfaces amostra/reagente com um nivel de dispersao reduzido [29], ©
que favorece a sensibilidade da andlise sem comprometer a reprodutibilidade.

A influéncia da configuracdo da sequéncia de intercalagéo pindolol/ferro(lll) no
desenvolvimento da reacgdo foi avaliada através do ensaio de diferentes tempos de
intercalagdo (t) de forma a que o tempo total de insergdo de pindolol, considerado como o
produto do numero de intercalagdes pelo tempo de intercalagao, permanecesse constante.
O tempo de intercalagdo assume uma importancia adicional em virtude da estratégia de
eliminagdo do efeito Schlieren, a qual obriga a que a configuragdo da sequéncia de
amostragem seja depois reproduzida aquando do processamento em linha da solugéao
transportadora, afectando portanto o perfil da linha de base. Considerando que, para um
dado t, o volume de amostra intercalado é dependente do caudal, este foi mantido
constante a um valor de 1 mL min™'. Os resultados obtidos demonstraram que, para um
reactor com um comprimento de 50 ¢cm, a utilizag@o de t,entre 0,25 e 1 s, os quais, para o
caudal utilizado, correspondem a aliquotas de amostra com volumes entre 4,2 e 16,6 pL,
produzia sinais analiticos idénticos. Com um t,de 2 s (33,2 plL) o sinal era comparavel mas
o perfil do pico apresentava um aspecto ondulado, o que evidenciava a necessidade de

utilizagdo de um reactor mais comprido de forma a obter uma superior homogeneizagao.
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Em termos de linha de base, verificou-se que a maior uniformidade era conseguida com
um tempo de intercalag@o de 1 s. Uma vez que a solugéo responsavel pela linha de base
era processada continuamente, durante intervalos de tempo comparativamente longos, um
tempo de intercalagdo de 0,25 s obrigava a um accionamento extremamente rapido das
valvulas solendides, o que aumentava a probabilidade de ocorréncia de
irreprodutibilidades na sequéncia de intercalagdo, aumentando adicionalmente a
frequéncia do aparecimento de bolhas no interior do sistema. Estas perturbagoes
manifestavam-se ao nivel da linha de base conferindo-lhe um aspecto irregular. Por outro
lado resultava num aumento do desgaste da vélvula com redugdo do seu tempo de vida
dtil. Com um t de 0,5 s as perturbagdes registavam uma atenuagdo, sendo quase
esporadicas com um t, de 1s. Em fungdo destes resultados, e uma vez que a
reprodutibilidade obtida com um t,de 1 s era superior & obtida com intervalos mais curtos,
o que era devido, fundamentaimente, a intercalagio de aliquotas de maior volume e as
caracteristicas de funcionamento das valvulas solendides, este foi considerado como o
mais adequado para a realizagdo dos subsequentes ensaios.

O volume de amostra era controlado pelo nimero de ciclos de amostragem, ou
intercalagdes, a um determinado f, estabelecendo um tempo global de insergdo de
amostra ou tempo de amostragem (t,). O estudo da sua influéncia ao nivel do sinal
analitico foi efectuado por variagao do nimero de intercalagdes de uma padréo de pindolol
50 ug mL"' e da solugéo de ferro(lll), a um t,de 1 s.

Em virtude da interdependéncia existente entre a magnitude do sinal analitico e o
tempo de residéncia, foram ensaiados reactores de diferentes comprimentos enquanto que
o caudal foi mantido a um valor de 1 mL min”'. Os resultados obtidos demonstraram (Fig
4.9) que o sinal analitico aumentava a medida que aumentava o numero de ciclos ou

repeticdes, tendendo depois para uma estabilizagéo.
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Fig 4.9 — Influéncia do nimero de ciclos de intercalagao da sequéncia de amostragem na altura
do pico obtido, para reactores com diferentes comprimentos: x — 50 cm; 4- 100 cm; Wm- 150 cm; ®- 200

cm.

No caso do reactor com 50 cm de comprimento o sinal subia acentuadamente até
aos 7 ciclos, registando depois um aumento de menor amplitude até aos 10 ciclos, sendo a
estabilizagdo de sinal obtida com uma sequéncia de intercalagao de 15 repetigdes.
Comparativamente, com o reactor de 100 cm ocorria um incremento pronunciado do sinal
analitico até as 15 repetigdes, seguido de um ligeiro aumento e depois estabilizagéo do
sinal a partir das 20 repeticdes. Em ambos casos, sequéncias de amostragem de 15 ciclos
produziam idénticos valores de absorvéncia, apesar do maior tempo de residéncia do
segundo reactor, o que permite concluir que o superior tempo de reacgao obtido com o
reactor de 100 cm seria compensado pela superior dispersdo. Com reactores de 150 e 200
cm o maximo de sinal era obtido com sequéncias de intercalagdo ainda maiores, de 25 e

30 repetigdes respectivamente, embora ndo se registasse alteragao apreciavel do valor
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méximo do sinal. Por outro lado, para sequéncias de amostragem idénticas o sinal
analitico diminuia com o aumento do comprimento do reactor devido a superior diluicdo do
complexo formado.

O incremento do tempo de reacgéo, através do aumento do tempo de residéncia, -
por diminui¢do do caudal para 0,5 mL min”', ndo resultou numa melhoria do sinal analitico,
o mesmo acontecendo quando se efectuaram ensaios com paragem de fluxo. Estes
ensaios, que consistiram na paragem de fluxo durante intervalos de tempo entre 100 e 330
s, ap6s a intercalagdo da amostra, ndo permitiram melhorar o sinal analitico ao contrario
do que aconteceu quando igual volume de amostra foi introduzido de uma Unica vez, sem
intercalagdo com a solugdo de ferro(lll), demonstrando que a homogeneizagao
amostra/reagente é conseguida de uma forma mulito mais rapida através do processo de
amostragem binaria.

Em fungdo destes resultados foi considerado que a utilizagao de um reactor de 100
cm, conjuntamente com uma sequéncia de intercalagdo de 20 ciclos a um tempo
intercalagdo de 1 s e a um caudal de 1 mL min™', proporcionava um tempo de residéncia,
uma homogeneizagdo e uma disperséo 'adequada ao desenvolvimento da reaccgao,
permitindo estabelecer um compromisso entre a sensibilidade da andlise e o ritmo de
amostragem.

Dois outros parametros que se revelaram importantes em termos de magnitude do
sinal analitico, foram a concentragdo de Fe(lll) e a concentragdo de HCI. O catido Fe(lll)
deve estar presente em excesso de modo a assegurar que a reacgdo de complexagao é
completa [11]. Os ensaios efectuados utilizando concentragdes crescentes deste catido
demonstraram que a absorvancia aumenta até uma concentragao de ferro(lll) de 0,5 M,
valor acima do qual se mantém quase constante (Fig 4.10).

A concentragdo de HCI afectava de forma pronunciada a cinética da reacgao,

como ja foi referido anteriormente, sendo por isso um parédmetro fundamental. Verificou-se
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que para concentragdes de HCl entre 0,01 e 0,2 M o valor da absorvancia quase que

duplicava, diminuindo depois até uma concentragéo de 0,5 M (Fig 4.11).
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Fig 4.10 — Influéncia da concentragdo da solugdo de ferro (lll) na amplitude do sinal analitico.
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Fig 4.11 — Influéncia da concentragdo de HCI na amplitude do sinal analitico.
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Apés optimizagdo do sistema de fluxo multicomutado desenvolvido, foram obtidas
curvas de calibragdo apresentando uma relagdo linear entre concentracéo e absorvancia
para concentragdes de pindolol entre 5 e 120 ug mL" (Fig 4.12). A equagao definida por
regressao linear da curva de calibragdo foi a seguinte: A =0.7026 x C - 0.4311, sendo A a
amplitude de sinal, em centimetros, e C a concentragéo de pindolol, expressa em pg mL™,

com um coeficiente de correlagao igual a 0,9992.

14
12
10 +

6 4
4
2 4

Amplitude de sinal (cm)

0 50 100 150

Concentragéo dos padroes (mg L)

Fig 4.12 - Curva de calibragdo de pindolol obtida com 20 ciclos de intercalagdo a 1 s de amostra,

1 s de uma solugéo de ferro (ill) 0,5 M.

4.3.3.Anédlise de preparagoes farmacéuticas

Com vista & avaliagdo do desempenho da metodologia desenvolvida, e desta
forma testar as suas potencialidades de utilizagdo em procedimentos laboratoriais de
rotina e de controlo de qualidade, o sistema de fluxo multicomutado descrito foi aplicado na
andlise de formulagdes farmacéuticas contendo pindolol disponiveis no mercado. A

qualidade dos resultados obtidos foi avaliada por analise comparativa com os resultados
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obtidos pela metodologia de referéncia [4]. Para cada um dos lotes foram preparadas
solugdes de amostra apresentando distintos valores de concentragao de pindolol, as quais
foram depois analisadas por insergdo em triplicado no sistema de fluxo multicomutado.

Os resultados obtidos, tanto para a metodologia desenvolvida como para a de
referéncia, na andlise de comprimidos de pindolol comercializados sob a designagao

Visken (Portugal) e Viskéne (Brasil) sao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Resultados obtidos na determinagao de pindolol em produtos farmacéuticos.

Concentragéo Concentragdo determinada (mg/comp.)

Amostra declarada Lote Metodologia Metodologia de RD
(mg/comp.) analisado  Desenvolvida Referéncia (%)*

Visken 5 A 5,13+0,06 5,05 1,58

B ~ 5,00+0,06 5,00 0

(o] 4,94+0,05 4,92 0,41

Viskéne 5 D 5,14+0,06 : 5,08 1,18
E 4,85+0,05 4,96 2.21
F 4,92+0,05 4,98 -1,20

* Desvio relativo, expresso em percentagem da metodologia desenvolvida em relagéo a metodologia de

referéncia.

Para comprimidos contendo 5 mg de pindolol, foram obtidos desvios relativos da
metodologia desenvolvida em relagdo a metodologia de referéncia, expressos em

percentagem, entre —2,21 e 1,58%. Os valores de absorvancia obtidos por insergao
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repetida (n=10) de uma amostra, apresentaram um desvio padrao relativo (RSD) inferior a

1,1%.

A Figura 4.13 apresenta o registo grafico obtido na andlise de padroes com
concentragcdes de pindolol entre os 10 e os 100 ug mL"', assim como na andlise de

algumas amostras.

Os ritmos de amostragem obtidos foram de 30 amostras por hora.
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Fig 4.13 - Registo gréfico de uma curva de calibragdo de pindolol obtida com uma sequéncia de
intercalagdo de 20 ciclos a (1 s/1 s) de amostrafferro (lll) e solugGes padrdo de 10, 20, 50, 70 e

100 mg L', e de algumas amostras A, B, C, D, E, F de preparagdes farmacéuticas contendo pindolol.
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4.4.Conclusdes

A versatiidade e facilidade de operagdo exibidas pelo sistema de fluxo
multicomutado desenvolvido, o qual possibilita nomeadamente a intercalagao de pequenas
aliquotas de amostra e reagente, em combinagdo com uma eficiente estratégia para
compensagdo do efeito Schiieren, assegura um efectivo controlo da disperséo e deste
modo da propria reacgdo quimica. Estes atributos proporcionam a sua aplicagao em
diferentes situagdes, como por exemplo em sistemas de fluxo de baixa dispersao, sempre
que seja necessario manter a integridade da amostra, sempre que a andlise envolva
amostras com grande variabilidade de concentragdo ou quando estejam presentes
elevados gradientes de concentragdo, sem necessidade de alterar a geometria do sistema
de fluxo.

A implementacdo de um sistema de fluxo multicomutado baseado na utilizagéo de
uma solugdo transportadora processada em linha, apresentando um perfil de
concentragdes semelhante ao da zona de amostra, revelou ser uma estratégia vantajosa
para prevenir a formagéao de gradientes de concentrag@o e, assim, compensar 0 efeito
Schlieren. Mais ainda, a versatilidade da estratégia proposta, permite a sua aplicagéo a
qualquer reacgdo, com distintos analitos e reagentes, uma vez que qualquer sequéncia de
intercalagdo da zona de amostra pode ser reproduzida aquando da preparagao da solugao
de transporte.

Esta metodologia, aplicada na determinagao de pindolol em preparagdes
farmacéuticas, exibiu elevadas operacionalidade e versatilidade, sobretudo no que se
refere & ampla possibilidade de selecgao de volume de amostragem e de configuragéao de
intercalagdo amostra/reagente. Por outro lado, os resultados obtidos confirmam-na como
uma metodologia perfeitamente adequada para a execugdo de analises de rotina e de

controlo de qualidade para determinagédo de pindolol em matéria-prima e em produtos
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farmacéuticos, podendo constituir-se como uma alternativa vantajosa aos métodos

convencionais, assim como para aplicagdo em ensaios de dissolugédo de formas sdlidas.
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CAPITULO

<

DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA
DE CLORETO COM RECIRCULACAO
DA ZONA DE AMOSTRA

Neste capitulo é descrito o desenvolvimento de um sistema de fluxo
multicomutado, com uma configuragdo circular aberta, o qual foi aplicado na determinagao
do anido cloreto em solugdes parenterais. O sistema desenvolvido permitia a recirculagao
continua da zona de amostra, até & obtengao de uma valor de diluicdo que possibilitasse
enquadrar a concentragdo desta no intervalo de concentragbes determinaveis, e a inclusao
do detector no reactor circular possibilitava a realizagdo de multidetecgées. O nivel de
diluigdo foi aumentado por intermédio de sucessivas remogbes das secgdes frontal e
terminal da zona da amostra e consequente dispersdo da por¢do remanescente. A
continua renovagdo do reagente cromogénico, o qual foi usado como solugdo
transportadora, permitiu aumentar a extensdo da reacgdo uma vez que promovia a

dispersao mutua amostra/reagente.
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5.1.Introdugao

5.1.1.Caracterizagao do aniao cloreto

O aniao cloreto é o principal anido extracelular [1]. A maior parte do cloreto ingerido
é absorvido, sendo o excesso excretado na urina, atingindo as concentragbes séricas
normais niveis entre 98 e 106 mmol L™, embora valores ligeiramente mais altos possam
ser observados em doentes que exibem uma produgao acrescida de HCI ao nivel das
células parietais do estdmago. A excre¢do normal diaria de cloreto assume valores entre
110 e 250 mmol.

Situagdes de hipoclorémia (baixos valores séricos de cloreto) sdo resultantes de
perdas excessivas de CI as quais estao associadas com elevadas perdas gastrointestinais
de HCI, cetoacidose diabética, excesso de mineralocorticides e excregdo excessiva
causada por doenga renal. Baixos niveis sérico poderdo estar também associados com
situagbes clinicas em que existe uma elevada concentracdo de HCO; (alcalose
metabdlica), que é compensada através de um aumento da excregdo de cloreto. Qutra
possivel causa de hipoclorémia é a presenca de baixas concentragdes de Na*, em caso,
por exemplo, de nefropatia crénica.

A hiperclorémia pode ocorrer em condigdes de acidose metabdlica resultante de
uma perda excessiva de HCOjz a qual pode ser causada por perda gastrointestinal,
acidose renal tubular e deficiéncia mineralocorticéide. Em casos menos frequentes, a
administragao excessiva de NH,Cl ou de sais acidicos de aminoacidos (em
hiperalimentagao) podera também originar hiperclorémia.

O aniéo cloreto € um componente comum das solugdes parentéricas de grande
volume, que sao definidas como preparagbes farmacéuticas para administragdo
intravenosa, em volumes superiores a 100 mL, preparadas sem conservantes e que sao

normalmente utilizadas para fomecer ao organismo agua, electrélitos e/ou nutrientes [12].
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As substancias geralmente utilizadas na composi¢do de solugbes parentéricas sao
carbohidratos (dextrose, fructose, sacarose, maitose, etc), poliéis (glicerol, manitol, sorbitol
e xilitol), aminodacidos e hidrolisados proteicos e sais inorganicos. Estes ultimos sao
usados como fornecedores de electrolitos ou ajustadores de tonicidade e incluem os
cloretos de sédio, potassio, célcio e magnésio e os fosfatos e bicarbonatos de sédio e
potassio.

A composigdo em electrdlitos, e sobretudo nos electrélitos mais importantes Na’,
Cl' e HCOg, é um dos mais importantes parametros de controlo em solugdes parenterais
de grande volume, visto que certos processos metabdlicos sdo, em extensao variavel,
afectados pela concentragdo absoluta destes electrdlitos, os quais sao factores
condicionantes da osmolaridade e do estado de hidratagdo e pH dos liquidos intra e

extracelular [1].
5.1.2.Métodos de andlise

Sao varias as metodologias anah’tiéas propostas para determinagao de cloretos em
solugdo [2] as quais tém sido objecto de inimeras alteragdes. Entre esta metodologias
incluem-se um método argentométrico, sendo o ponto de equivaléncia determinado com o
recurso ao cromato de potéssio, € um método mercurimétrico sendo usado como indicador
de ponto de equivaléncia a difenilcarbazona. A Farmacopeia Portuguesa refere como
metodologia de andlise de solugdes de cloreto de sddio a titulagdo com tiocianato de
aménio por retorno, apds adigdo de um excesso de nitrato de prata, na presenga de sulfato
ferro(lll) [3], enquanto que a Farmacopeia Britanica refere para a determinagao de cloreto,
a ftitulagio com nitrato de prata sendo o ponto de equivaléncia determinado
potenciometricamente com auxilio de um eléctrodo de AgCl/Ag [4]. Um outro método

amplamente utilizado [5-7] é o método baseado na libertagéo do tiocianato pelo cloreto, a
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partir do tiocianato de merctrio, o qual forma com o ido ferro (lll) um composto com uma
elevada absorvancia a 480 nm. |

Foram também propostos métodos potenciométricos directos, com eléctrodos
sensiveis ao anido cloreto com membrana cristalina baseada numa mistura de AgCI/Ag,S,
e por titulagdo potenciométrica com catido prata (I), usando como eléctrodo indicador um
eléctrodo sensivel a este catido com sensor de Ag,S, as quais foram aplicados na analise
de solugbes parenterais [8]. Mais recentemente foram propostas metodologias de analise
por injecgdo em fluxo usando como detectores eléctrodos tubulares sensiveis a cloreto, as
quais foram utilizadas na determinagéo deste anido em solugdes parenterais e de didlise
[9].

A determinagdo de cloreto em preparagbes farmacéuticas foi também efectuada

com recurso a técnicas cromatograficas, nomeadamente por cromatografia ionica [10,11].

5.1.3.Multideteccao

As metodologias de andlise em fluxo continuo apresentam, como ja foi referido
anteriormente (Capitulo 1), um conjunto de aspectos especificos que caracterizam o seu
funcionamento, como sejam a dispersdo controlada da zona de amostra e a
reprodutibilidade da detecgao, os quais lhes conferem versatilidade e um enorme potencial
para implementagdo de processos analiticos automaticos.

Estes aspectos podem no entanto em determinadas situagdes, apresentar algumas
limitagdes. Assim, a versatilidade de controlo ao nivel da dispersao € limitada pela
existéncia de parametros na maior parte dos casos fixos, como sejam o volume de
amostra e as dimensdes do reactor. Por outro lado, o sinal analitico obtido tem
normalmente um caracter Unico, visto que o detector se comporta como um componente
estatico, sendo a zona de amostra apés a medida perdida para dreno, o que faz com que o

resultado final dependa de uma unica leitura. Mais ainda, uma vez que se assegura a
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reprodutibilidade do processo de amostragem, na maior parte dos casos o grau de diluigcao
obtido é fixo, sendo igual para todas as amostras independentemente da sua
concentragao.

Desta forma, e em termos puramente tedricos, o desenvolvimento de uma
metodologia de fluxo que permitisse combinar a injecgéo de volumes variaveis de amostra,
com a utilizagdo de reactores de volume varidvel e a realizagdo de multidetecgdes,
conferiia uma maior versatilidade a manipulagdo da amostra aoc mesmo tempo que
permitiria monitorizar a sua evolugdo, nomeadamente no que diz respeito ao grau de
dispersao, ao desenvolvimento da reacgdo e a execugdo de multideterminagdes.

S3ao inuimeras as configuragbes de sistemas de fluxo propostas para
implementagdo de procedimentos analiticos, mas-em reduzido numero as que contemplam
a multidetecgdo e multideterminagdo [13]. Alids, este dois conceitos s&o de dificil
delimitagdo, visto que a multideterminagdo pode ou nao ser conseguida através da multi-
detecgdo, e por outro lado a multidetecgdo n&o implica necessariamente
multideterminagéo.

A multidetecgdo, representando a recolha acrescida de informagéo por intermédio
de varios sinais analiticos, em vez de um tnico, pode ser conseguida de diferentes formas,
como sejam a utilizagdo de configuragdes em circuito fechado (closed-loop), a utilizagao
simultanea de varios detectores, colocados em série ou em paralelo, e a utilizagao de uma
estratégia de inversao da direcgdo do fluxo [14].

Uma das formas elementares de obter dois picos por insergdo de amostra é utilizar
volumes de amostra suficientemente elevados de forma a criar uma zona central em que,
por deficiente dispersdo, ndo ocorre reacgdo, funcionando esta zona como separagao das
duas detecgbes correspondentes as zonas frontal e terminal da amostra [15].
Alternativamente, apds a insergdo, a amostra podera ser dividida em duas zonas, que
percorrem dois reactores diferentes originando duas zonas de reacgao com reagentes

também eles diferentes, convergindo depois num Unico reactor antes da detecgdo, onde
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originam os dois sinais analiticos [16]. Esta configuragdo pode ser utilizada com reactores
de distinto comprimento, possibilitando tempos de reacgéo diferentes para determinagoes
cinéticas [17], ou entéo valores de dispersdo distintos o0 que permite a expansao da gama
de concentragdes determindveis [18]. Outra proposta, implica a utilizagdo combinada de
duas valvulas de insergdo de 6 portas, em que a segunda valvula é posicionada na alga
(loop) de amostragem da primeira, permitindo a selecgéo de um percurso alternativo [19].
A utilizagdo de uma valvula de 8 portas e a implementagdo da técnica de sandwich, foi
também utilizada com vista a obtengdo de dois sinais, correspondendo a dois valores
distintos de concentragéo [6].

A inversao repetida da direcgdo do fluxo transportador, obrigando a zona de amostra a
passar multiplas vezes pelo detector, é uma forma expedita de obter multidetecgoes ao
mesmo tempo que possibilita a variagdo da distancia percorrida pela zona de amostra.
Betteridge et al. [20] propuseram varias configuragbes de invers@o de fluxo, incluindo
configuragbes automatizadas para conseguir um melhor controlo da dispersao. Rios et al.
[21] propuseram uma estratégia de inversdo de fluxo, em que apenas uma zona
representativa da zona da amostra passava repetidamente pelo detector e nao toda a
amostra. Towsend and Crouch [22] propuseram varias configuragdes utilizando duas
valvulas de 6 portas, controladas por computador, para inversdo e recirculagéo do fluxo.

As estratégias baseadas em intervengdes ao nivel da configuragdo da montagem
de fluxo, nomeadamente a utilizagdo de configuragdes em circuito fechado (closed loop)
sdo as mais amplamente divulgadas para obtengdo de multiplos sinais analiticos. Estas
montagens sao normalmente baseadas na introdugdo da amostra numa reactor fechado,
que inclui o detector e uma bomba peristéltica, o0 que permite a recirculagdo continua da
zona de amostra sem que haja renovagdo da solugdo transportadora. S&o por isso
sistemas vocacionados para medidas cinéticas e para processos de extracgao em

continuo.
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Os sistemas em configuragido fechada foram inicialmente desenvolvidos por
Mottola e Dutt em 1975, para execucdo de determinagdes cinéticas baseadas em sinais
transientes [23], e incluiam um reservatério através do qual era recirculada a solugao
reagente transportadora. Mais tarde Mottola e colaboradores desenvolveram sistemas
enzimaticos em fluxo, em circuito fechado, com recirculagdo e reutilizagdo [24], e
imobilizacdo [25] da enzima. Sistemas de fluxo de configuragdo semelhante foram
desenvolvidos por Roehring et al. [26], para determinagéo de glicose com regeneragao e
recirculacdao de enzimas, e por Valcarcel et al. [27] para determinagdo amperométrica de
diéxido de enxofre no ar, por intercalagdo directa de uma amostra de ar numa solugao
reagente transportadora, a qual era permanentemente regenerada num depdsito incluido
na montagem. Estes sistemas eram caracterizados por possuir um reservatério onde era
armazenada a solugdo recirculante, mas em 1985 Valcarcel et al. [28] propdem uma nova
configuragdo, em que uma valvula tinha a dupla fungéo de introduzir a amostra no circuito
e de o fechar, de forma a permitir a recirculagdo da zona de amostra e de todo o conteudo
do circuito fechado. Esta montagem fechada, controlada por computador, foi utilizada para
detecgbes iterativas e determinagdes simultaneas em métodos cinéticos [29], em
fluorimetria [30], e em métodos de diluicdo ou concentragéo [28]. Fernandez-Romero e
Luque de Castro propuseram uma metodologia semelhante, com funcionamento
automatico, para determinagdo da actividade enzimatica da malato desidrogenase [31].
Um método enzimatico foi também desenvolvido por Almuaibed e Townshend para
determinagdo de etanol num circuito fechado através da repetida passagem por uma mini-
coluna contendo alcool desidrogenase imobilizada [32] enquanto que Ruzicka et al. [33]
propuseram um sistema de fluxo em configuragdo fechada para extracgdo continua por
intercalagao de amostras aquosas com pequenos volumes de solvente orgéanico. Um
sistema de fluxo fechado, denominado andlise por injecgdo em fluxo com circulagéo de
zona (ZCFIA) foi recentemente proposto por Li e Narusawa [34] e aplicado na avaliagéo e

clarificagdo de alguns conceitos tedricos, nomeadamente dos factores que afectam a
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dispersao, relacionados com a andlise por injecgdo em fluxo. A aplicagé@o de configuragdes
fechadas na andlise de produtos farmacéuticos e em espectrofotometria de absorgao
atémica por injecgdo em fluxo foi objecto de dois trabalhos de reviséo [35, 36].

Outra estratégia usada para obter multideteccgdes consiste na utilizagio de varios
detectores colocados quer em série, possibilitando, por exemplo, a realiiaqéo de
determinagdes cinéticas diferenciais [37], quer em paralelo, para a determinagao
simultanea de dois analitos [38].

Foi também desenvolvida uma metodologia visando a obtengéo de multidetecgoes,
baseada na utilizagdo de um Unico detector que é recolocado em diferentes posigoes no
interior da montagem de fluxo [39-41]. Desta forma s&o obtidos varios sinais, num sistema

de fluxo aberto, que correspondem a detec¢oes faseadas da zona de amostra.
5.1.4.0bjectivo

A implementagdo de um sistema analitico que permitisse a recirculagdo continua
da zona de amostra proporcionaria um conjunto de vantagens em termos metodologicos,
possibilitando a execugdo de multiprocessamentos ao nivel da mesma zona de amostra.

O trabalho desenvolvido teve como objectivo a implementagéo de um sistema
continuo circular de fluxo multicomutado, com uma configuragdo aberta, capaz de
providenciar reactores teoricamente de comprimento variavel, o que possibilitaria diluicoes
de dimensao também varidvel que poderiam por isso ser ajustadas a concentragao da
amostra. Umas vezes que as solugbes parenterais apresentam concentragbes elevadas
em anido cloreto, exibindo adicionalmente uma grande variabilidade de concentragdo
neste anido, afirmam-se como amostras ideais para avaliar, através da determinagao
desta espécie, a metodologia desenvolvida. A renovagdo permanente do reagente e por

isso da zona de reacgdo, possibilitando o aumento do factor de diluigéo, e a realizagao de
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multidetecgdes com monitorizagdo do desenvolvimento da reacgdo, contribuem para o

aumento da eficiéncia e da versatilidade da metodologia proposta.

5.2.Parte Experimental

5.2.1.Reagentes e solugdes

A solugdo padrdo de anido cloreto, com uma concentragao de 1% (m/V), foi
preparada por pesagem rigorosa de NaCl, apds condicionamento a 110 °C durante pelo
menos 24h, seguida de solubilizagdo em HNO3 0,014 mol L, e diluigao até 500 cm® com a
mesma solugdo &cida. As solugdes padrdo utilizadas na elaboragdo das curvas de
calibragao foram preparadas por diluicao de volumes apropriados da solugé@o padréao mais
concentrada, com uma solugéo de HNO; 0,014 mol L™

A solugéo reagente era constituida por Fe(SOa)s 37,1 mmol L', e Hg(SCN); 1,90
mmol L, e era preparada semanalmente a partir de duas solugdes: uma solugdo obtida
por dissolugdo de 0,626 g de Hg(SCN), em 150 mL de etanol, seguida da adi¢ao de 140
mL de HNO; 1,4 mol L, e uma segunda solugéo obtida por solubilizagao de 14,85 g de
Fe,(SO4); em 600 mL de agua desionizada, com aquecimento. Apés preparagao e
arrefecimento & temperatura ambiente da solugdo de sulfato de ferro (lil), as duas

solugdes eram misturadas e o volume final era aferido a 1000 mL.

5.2.2.Equipamento

Como instrumento de medida, incorporado nas montagens para avaliagao da

absorvancia a 480 nm, foi utilizado um espectrofotémetro LaboMed, modelo Spectro 22RS,

equipado com uma célula de fluxo com um volume 6ptico de 18 pL.
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A montagem de fluxo era constituida por vélvulas solendides de trés vias (uma
entrada/duas saidas) da marca NResearch, modelo 161 TO031, ja@ apresentadas
anteriormente (Capitulo 2). Estas valvulas foram ligadas entre si, assim como com 0
detector e com o dispositivo de propulsdo das solugdes, através de tubagens com um
diametro interno de 0,8 mm, fabricados em PTFE.

As solugcdes eram propulsionadas por aspirag@o por intermédio de uma bomba de
pistdo da marca Razel, modelo A-99, equipado com uma seringa com uma capacidade de
50 mL.

As titulagdes potenciométricas utilizadas como método de referéncia foram
realizadas com o auxilio do titulador automatico, cujo constituicdo e modo de

funcionamento ja referido anteriormente (Capitulo 2).
5.2.3.Montagem de fluxo multicomutado

A montagem de fluxo multicomutado foi idealizada de modo a que o seu
funcionamento fosse simplificado, tanto e'm. termos de numero de valvulas a incorporar,
como no que respeita a programagéao da sua comutagéo temporizada (Fig 5.1).

Assim, criou-se uma zona central composta por 4 valvulas solendides de 3 vias
(uma entrada/duas saidas) (Vi-V4) colocadas sequencialmente, as quais estavam
dispostas de modo a ocuparem os vértices do circuito, mas de forma a que o seu
accionamento combinado permitisse criar um percurso analitico com uma configuragéo
circular. A disposigédo das valvulas, e o modo como se interligavam, através de 4 reactores
(Li-L4), permitia que, em vez de uma temporizagéo individual, o controlo do sistema fosse
dividido em duas fases (comutagdo das valvulas duas a duas), o que simplificava todo o
processo. Uma quinta valvula (Vs) estava ligada directamente (sem qualquer tubagem

interposta) a vélvula V, e era responsdvel pela insergdo da amostra. Esta vélvula era
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mantida permanentemente na posigdo 1 (Fig 5.1), com excepgao da fase de amostragem,

em que era colocada na posigao 2.

Fig 5.1 — Montagem de fluxo multicomutado com configuragéo circular aberta para recirculagao
da zona de amostra: A - amostra; R - reagente; V1, Vo, V3, Vs @ Vs - vélvulas solendides; L1, L2, Ls e Ls -

reactores: D - detector; B - sistema de propulsao; C - ponto de confluéncia.

Quanto ao funcionamento do sistema analitico (Fig 5.2), inicialmente Vi, Va2 e Vs

eram accionadas para a posi¢cdo 1, enquanto que V3 e V4 eram colocadas na posigao 2.
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Nesta configuragdo, a solugdo transportadora, que era simultaneamente a solugéo
reagente, era inserida na montagem circular através de Vs e V,, fluindo sucessivamente
através de Vo e Vi, e da célula de fluxo do detector colocado em L; (o que permitia
estabelecer a linha de base), sendo aspirada e abandonando o sistema através de V..

A insercdo da amostra no sistema circular (Fig 5.2A) processava-se por comutagao
de Vs para a posigdo 2, permanecendo as restantes vélvulas nas mesmas posigoes. Vs era
mantida na posig¢do 2 durante um intervalo de tempo pré-definido, denominado tempo de
amostragem (t), que permitia que uma volume determinado da solugdo de amostra

penetrasse na montagem circular, por aspiragao através de V,, e ocupasse o reactor L.

(A) (B) (©)

Fig 5.2 — Esquema de funcionamento da montagem de fluxo muiticomutado para recirculagao da

zona de amostra: A - amostra; R - reagente; 1,2,3,4 e 5 - védlvulas solendides; L, e Lz — reactores.
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No término do tempo de amostragem, Vs era recolocada na posigéo 1 (Fig 5.2B), e
ocorria a primeira fase de transporte: novamente por aspiragéo através de V,, a solu¢ao
reagente transportadora era introduzida na montagem, carregando a zona de amostra até
ao detector em L3, onde ocorria a primeira detecgao.

Apds um segundo intervalo de tempo, denominado de tempo de primeira detecgao
(t), e que estabelecia a porgdo da zona de amostra que permanecia em L; ou que era
aspirada para dreno por V,, iniciava-se a segunda fase de transporte: V; e V, eram
comutadas para a posigéo 2, enquanto que V3 e V4 eram colocadas na posigao 1. Nesta
configuragao (Fig 5.2C), a solugao reagente transportadora era agora admitida no sistema
por Vs, carregando a zona de amostra, em L, sucessivamente através de V4 e V, até
encher novamente L, processando-se a sua aspira¢ao através de V.

Ao fim de um terceiro intervalo de tempo, denominado de tempo de transporte (t),
e que definia de igual modo a porgédo da zona de amostra que era aspirada para dreno, por
V,, ou a que permanecia em L4, verificava-se uma nova mudanga de posi¢ao das valvulas,
repetindo-se a primeira fase de transporte (Fig 5.2B): V, e V, eram colocadas novamente
na posicdo 1, e V3 e V, na posigdo 2, sendo a zona de amostra, no interior de L,
transportada para segunda detecgao, em L. Depois o processo repetia-se continuamente,
com recirculagao da zona de amostra através da repetigéo das fases de transporte (Fig
5.2B e 5.2C), controladas pelo tempo transporte (#), sendo obtidas tantas detecgdes
quantas as passagens da zona de amostra pelo detector em L.

O comprimento do reactor global (considerado como a soma de todos os reactores
individuais Ly a Ls) era de 60 cm. L; apresentava um comprimento de 30 cm, que era o
comprimento minimo indispensavel para permitir a colocagédo do detector neste reactor
(em virtude da posigdo do suporte da célula de fluxo no interior do espectrofotémetro). De
modo a obter um sistema simétrico, @ assim assegurar que as sucessivas zonas de
amostra recirculadas apresentavam volumes semelhantes, L, tinha também 30 cm de

comprimento. Deste facto resulta que, por motivos que serdo adiante referidos, os
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reactores L, e Ly tenham sido eliminados, sendo as valvulas ligadas directamente através

de um ligador duplo.

5.2.4.Método de referéncia

A determinagdo de cloretos em solugdes parenterais foi efectuada por titulagao
potenciométrica de acordo com a Farmacopeia Britanica [4]. Como titulante foi usada uma
solugdo 0,1 M em AgNO;, sendo a concentragao de titulante monitorizada através de um
eléctrodo sensivel ao catido prata(l), de membrana cristalina homogénea, construido no
Laboratério de Quimica-Fisica [42], tendo como eléctrodo de referéncia um eléctrodo de
dupla jungdo Orion, referéncia 900200, com KNO; no compartimento exterior. A solugao
titulante foi aferida com uma solugdo padrdo de cloreto de sddio por titulagao

potenciométrica. As titulagdes foram executadas em meio &cido, contendo HNOs.

5.3.Resuitados e sua discussao

Ao conceito de recirculagao continua da zona de amostra no interior de um sistema
de fluxo, podera ser associada a ideia de um reactor de comprimento iniciaimente
indeterminado, e que sera na prética definido pelo numero de ciclos, ou passagens, que a
zona de amostra executara no sistema. Este comprimento “definido” do reactor podera ser
ajustado ao desenvolvimento da reacgdo que ocorre no seu interior, assim como aos
fendmenos de dispersdo paralelos, através da selecgdo automatica do numero de
recirculagdes envolvidas, de modo a que o percurso percorrido pela zona de amostra, com
vista a detecgdo, permita a optimizagao do sinal analitico. As vantagens dai resultantes
seriam sem duvida potencializadas nas mais diversas situagbes analiticas, como por
exemplo nas que requerem uma diluigdo continua da zona de amostra, possibilitando uma

expansdo automatica do intervalo de concentragdes normalmente determinavel pelas
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metodologias convencionais. Os sistemas de fluxo com uma configuragdo em circuito
fechado ja propostos, evidenciam algumas limitagbes, como sejam um continuo
achatamento e alargamento dos sinais analiticos obtidos, o que se repercute
negativamente no ritmo de amostragem, e a n&o renovagéo da solugdo reagente. Este é,
alias, um aspecto que levanta algumas questoes interessantes: uma reacgdo quimica no
interior de um sistema de fluxo continuo depende da dispersdao mutua que ocorre na
interface amostra/reagente. Quando a concentragdo da amostra é muito elevada, a
reacgdo prossegue com o consumo do reagente ao nivel da zona de reac¢ao, produzindo
sinais analiticos que, na maior parte dos casos, ndo séo directamente relacionaveis com a
concentragéo, devido ao caracter incompleto da reacgdo como resultado de uma deficiente
homogeneizagéo ou de um déficit de reagente. Como forma de ultrapassar este problema,
uma solugdo tipica consiste no ajuste da concentragdo da amostra por diluicao. No
entanto, resultados similares poderiam ser obtidos através da adi¢do de mais reagente, o
que pode ser conseguido renovando continuamente a solugéo reagente ao nivel da zona
de reaccdo. Nesta situagdo, proceder-se-ia & substituicdo da interface de reac¢ao, que
seria removida para dreno, por uma nova -interface, através da adigdo de um novo fluxo
reagente. Este novo fluxo reagente disponibilizaria uma quantidade acrescida de reagente,
promovendo o aumento da extensdo da reacgdo, o que numa situagao limite poderia levar
ao consumo total do analito. Por outro lado, possibilitaria também a renovagéo continua
dos gradientes de concentragdo e das interfaces de reacgéo, promovendo a difusao e a
dispersdo mutua amostra/reagente. Finalmente, proporcionaria um aumento global da
dispersdo e a remogdo de zonas de amostra, tendo como resultado a obten¢do de
elevados valores de diluigao.

Se o processo descrito for acompanhado de uma monitorizagéo continua da zona
de reaccéo, o sinal analitico evidenciara um decréscimo continuo, passando pela zona de
resposta linear (o que correspondera ao atingir do valor de diluigao desejado), e podendo

depois, com a continuagdo das recirculagdes, tender para a linha de base. O controlo
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automatico do sistema podera ser programado de forma a interromper o processo de
recirculagao aquando da obtengao do valor de diluicao adequado.

Os conceitos atrds apresentados foram avaliados por aplicagdo da montagem de
fluxo circular desenvolvida, na determinagdo de cloretos em soluges parenterais, com
base na reacgdo com o tiocianato de mercurio, na presenga de ferro(lll).

Nesta reacgao, que pode ser sintetizada pela seguinte equagao

Hg(SCN), + 2Fe* + 2CI = HgCl, + 2Fe(SCN)*

o anido cloreto desloca o catido mercurio, libertando o anido tiocianato que forma com o

Fe(lll) um complexo corado exibindo uma intensa absorvéncia a 480 nm [43].

5.3.1.Desenvolvimento e optimizagdo da montagem de fluxo

A implementacdo da metodologia proposta, recorrendo a versatilidade e a
flexibilidade da multicomutagdo, teve como base o desenvolvimento de uma rede de fluxo
apoiada essencialmente em quatro valvulas solendides de 3 vias (Vi-Va4) (Fig 5.1) ligadas
por reactores, de tal forma que a montagem final apresentava uma configuragao aberta
circular, com duas entradas e duas saidas colocadas em posi¢des opostas entre si. A
solugdo reagente transportadora, entrando no sistema de recirculagéo atraves de V, podia
sair do circuito (para dreno) em V, ou entdo prosseguir no seu percurso e abandonar o
sistema através de V, (Fig 5.2B). Uma situagdo similar ocorria quando a solugao
transportadora entrava através de Vs e saia ou em V, ou em V; (Fig 5.2C). Uma quinta
valvula ligada directamente a V,, sem interposicdo de qualquer reactor, assegurava a
insergdo temporizada da amostra (Fig 5.2A). Como resultado desta disposig¢éo, a zona de

amostra percorria o percurso analitico transportada, sucessivamente, pela solugao
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reagente introduzida por V; e pela solug@o reagente introduzida por V3. Uma confluéncia
externa (Fig 5.1) disponibilizava a solucao reagente para ambos os pontos de insergao,
enquanto que uma outra assegurava a convergéncia dos fluxos de saida, aspirados para
dreno. O detector podia ser colocada em qualquer posigdo, no interior do sistema circular,
permitindo a monitorizagdo continua da zona de amostra, ou entdao no seu exterior,
possibilitando apenas uma detecgdo singular. No trabalho desenvolvido o detector foi
colocado no interior do sistema circular possibilitando a obtengdo de um registo com

mudltiplos sinais analiticos (Fig 5.3).

0,5
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Fig 5.3 — Registo grdfico evidenciando os muitiplos picos obtidos com um solugdo padrdo de

cloreto 2000 mg L.
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Um microcomputador proporcionava o controlo automatico da posigao da amostra,
com base num estratégia de temporizagao.

A avaliagao da influéncia do tempo de amostragem na evolugéo do sinal analitico,
permitiu verificar que o volume de amostra recirculado era independente do volume de
amostra inserido no sistema, dependendo exclusivamente do volume interno dos reactores
L, (colocado entre Vy e V3) e Lj (colocado entre V3 e V). De facto, durante a primeira fase
de transporte (Fig 5.2B) a solugo transportadora carregava todo o contetdo do reactor L,
que era depois disperso em L;. Fendmeno oposto ocorria na segunda fase de transporte
(Fig 5.2C) quando todo o contetdo de L; era transportado e disperso no interior de L.
Desta forma, e numa situagdo extrema, o valor maximo de tempo de amostragem que
podia ser utilizado, era o que correspondia a inser¢do de um volume de amostra idéntico
ao volume interno de reactor Ly. Qualquer valor superior resultava na insercao de um
volume excessivo de amostra, que, ndo podendo ser contido em L;, era aspirada para
dreno.

Este desempenho demonstrou uma das potencialidades do sistema implementado,
que era o de poder ser utilizado como sistema de detecgdo unica, sem recirculagdo, para
obtencdo de elevadas diluigdes de uma forma reprodutivel. Assim, tendo em consideragéo
que existe uma relagdo entre o volume de amostra inserido no sistema e o nivel de
disperséo, o sistema implementado permite que, em vez da insergdo de volumes muito
pequenos de amostra, a tempos de amostragem inferiores a 1 s (que em fungao das
caracteristicas operacionais das valvulas sdo de dificil reprodugdo), se possam utilizar
tempos de amostragem maiores, que possibilitem inclusive o enchimento completo de L.
Depois, e independentemente do volume amostrado, com recurso a um controlo
temporizado é possivel encaminhar a zona de amostra para dreno, através da aspiragao
por V, na posi¢ao 2, e s6 quando a maior parte da zona de amostra ja foi eliminada (o que

¢ estabelecido em fungdo do caudal e do tempo de transporte) V, € comutada para a
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posi¢do 1 e a porgao mais terminal da zona de amostra é enviada para detecgdo, com um

valor de diluicdo elevado, além de obtido de forma reprodutivel.

Nos ensaios de recirculagdo para determinagdo de cloretos verificou-se que,
quando estavam envolvidas amostras com uma concentragéo elevada em anido cloreto,
os sinais analiticos resultantes das primeiras detecgdes estavam desprovidos de interesse
analitico, mesmo quando os volumes de amostragem eram reduzidos, devido ao facto de
ndo corresponderem ao intervalo de concentragdes determinaveis. De qualquer das
formas, e apesar do volume recirculado ser independente do volume amostrado, como foi
atras referido, a utilizagdo de volumes reduzidos de amostra era o mais favoravel, uma vez
que o numero de recirculagdes necessarios para produzir um sinal analitico que pudesse
corresponder ao intervalo de resposta linear, aumentava a medida que aumentava o
volume ou tempo de amostragem. Assim, foram utilizados tempos de amostragem entre 2
e 4 s, os quais ndo eram nem demasiados curtos, de modo a evitar a ocorréncia de
irreprodutibilidades na comutagdo das valvulas, nem demasiado elevados, para obrigarem
a um numero acrescido de ciclos. Estes tempos de amostragem correspondiam, para um
caudal de 0,5 mL min”', a volumes de amostragem entre, aproximadamente, 16,6 e 33,2
pL. A utilizagdo de uma estratégia de amostragem binaria, com intercalagao de pequenas
aliquotas de amostra e reagente, nao resultou numa melhoria evidente no
desenvolvimento da reacgéo.

O estudo da influéncia do comprimento dos reactores constituintes do sistema
circular, demonstrou que L, e L, afectavam de forma pronunciada o perfil do sinal analitico
obtido. De facto, durante a primeira fase de transporte (Fig 5.2B) quando a zona de
amostra era transportada de L, até L;, a porgdo terminal dispersa da zona de amostra
permanecia em L, (colocado entre as valvulas 2 e 3). Durante a segunda fase de
transporte (Fig 5.2C), quando a zona de amostra era transportada de novo para L, o

conteudo de L, ndo era afectado visto ndo participar no processo de recirculagao. No
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entanto, quando se voltava a repetir a primeira fase do transporte, a mesma porgao
terminal que tinha sido retida em L, passava agora a ser a porcao frontal da nova
recirculagdo, afectando o perfil do pico analitico ou mesmo originando um segundo pico.
Uma situagdo em tudo similar ocorria durante a segunda fase de transporte, onde a porgao
terminal da zona de amostra que permanecia em Ly, era transformada, durante o ciclo
seguinte, na porgao frontal. Por esta razéo revelou-se conveniente eliminar ou reduzir ao
maximo as dimensées de L, e Ls, 0 que foi conseguido estabelecendo uma ligagéo de
reduzidas dimensdes (com um conector duplo) entre Vi-V4 e entre V-V Os
comprimentos de L, e L; afectavam de igual modo o desenvolvimento do sinal analitico.
Com o objectivo de avaliar o desempenho do sistema, uma primeira decisao tomada foi a
de atribuir comprimentos iguais a ambos os reactéres. Desta forma pretendia garantir-se a
recirculag@o de volumes idénticos, tanto na primeira como na segunda fase de transporte,
o que facilitava o processo de temporizag@o das valvulas visto que era possivel atribuir
tempos iguais de transporte a ambas as fases. Seguidamente, decidiu atribuir-se 0 menor
comprimento possivel aos reactores, que se verificou ser de 30 cm, em virtude das
limitagdes fisicas impostas pela colocagdo do detector e do suporte da célula de fluxo.
Esta opgdo foi apoiada pelo facto do comprimento dos reactores afectar o volume de
amostra recirculado, o percurso para dispersdo da zona de amostra e 0 espago que
mediava entre deteccdes. No entanto estes aspectos ndo eram apenas condicionados pelo
comprimento dos reactores, sendo igualmente influenciados pelo caudal e pela
temporizagdo das vdlvulas. Efectivamente, a porcdo de amostra recirculada é definida
fundamentalmente pela temporizagéo das valvulas, pelo que o comprimento do reactor €
secundario, embora seja desejével, no caso de amostras muito concentradas, que o seu
valor seja minimo. No entanto o percurso por onde é transportada a zona de amostra tem
que ser suficientemente grande para garantir uma adequada e reprodutivel disperséo,
também condicionada pelo caudal, o que afecta grandemente a preciséo da determinagao,

embora possa de igual modo reduzir o ritmo de amostragem. Finalmente, a frequéncia da
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detec¢do é condicionada pelo comprimento dos reactores e pelo caudal, sendo vantajoso,
em termos de garantir uma monitorizagdo mais assidua da zona de amostra, a utilizagao
de reactores mais curtos, o que favorece igualmente a frequéncia de amostragem.

Uma caracteristica vantajosa do sistema circular reside na possibilidade de
seleccionar e recircular qualquer sector particular da zona de amostra, 0 que pode ser
facilmente conseguido por intermédio de uma adequada temporizagdo do processo de
recirculagdo. No trabalho desenvolvido, e com o objectivo de demonstrar as
potencialidades do sistema, sobretudo em termos de multidetecg¢des, foi decido recircular
um sector da zona de amostra com uma concentragdo tal que proporcionasse um registo
com diversas detec¢des, embora a eficiéncia de diluigdo néo fosse a mais adequada. Por
este motivo, a temporizagdo das valvulas teve como critério a obtengcdo de um sinal
analitico elevado, o que afectou o ritmo de amostragem, dado que ao recircular uma zona
de amostra mais concentrada aumentava concomitantemente o numero de ciclos
envolvidos e por isso o tempo requerido para a andlise. De qualquer maneira, se
necessario, uma amostra concentrada podia ser facilmente analisada com apenas duas
detecgdes, desde que fosse garantido que, com a temporizagdo apropriada, apenas uma
pequena por¢do da zona de amostra inicialmente inserida era recirculada, possibilitando
assim a obtengdo de uma elevada diluigdo. Desta forma, o sistema circular funcionava
como sistema selectivo de amostragem de zonas, em que a aliquota amostrada dependia
do tamanho do reactor e, sobretudo, da temporizagao utilizada. Qualquer secgdo ou sector
da zona de amostra, desprovido de interesse analitico, podia ser removida durante o
processo de recirculagdo, sendo o nivel de diluigdo obtido dependente da distancia
percorrida e das secgbes de amostra sucessivamente removidas.

A avaliagdo do caudal permitiu verificar que um valor de 0,5 mL min”,
proporcionava uma disperséo apropriada da zona de amostra, conferindo-lhe um perfil de
concentragdo adequado a remogdo de zonas. Caudais mais elevados, embora

permitissem um incremento do ritmo de amostragem, produziam dispersdes menos
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intensas e por isso gradientes de concentragdo mais acentuados, o que era especialmente
negativo ao nivel do sector mais terminal da zona de amostra, onde ocorria a remogéo de
zonas, provocando uma diminui¢do da reprodutibilidade do processo. De facto, quanto
mais elevado for o gradiente de concentragdo, maior é o erro resultante de eventuais
desvios na zona removida, o que se repercute negativamente em termos de
reprodutibilidade.

O caudal seleccionada (0,5 mL min") possibilitou, desta forma, que o processo de
recirculacdo fosse executado de forma reprodutivel. O ensaio de um tempo global de
recirculagéo de 50 s (25 s para a primeira mais 25 s para a segunda fase de transporte)
proporcionou tempos de residéncia de pico entre 49,4 e 50,4 s, 0 que corresponde a um

desvio padréo relativo (RSD) inferior a 0,96%, para um conjunto de 50 ensaios.

A temporizagao das valvulas foi efectuada com base em trés intervalos de tempo:
tempo de amostragem (t;), tempo de detecgdo (t,), que correspondia ao tempo de
transporte durante a primeira detecgéo, e tempo de transporte (t), que correspondia a
segunda fase de transporte e depois ao tempo de recirculagdo. Como se vera, t, era
bastante superior a t, porque, apds a amostragem, a amostra tinha de ser transportada
através de L; e L;, um percurso bastante mais longo (cerca do dobro) do que o
normalmente percorrido pela amostra durante as duas fases de recirculagao.
Seguidamente, em virtude do simetria do sistema, com comprimentos idénticos para L, e
Ls, o valor do t para as primeira e segunda fases de transporte do processo de
recirculagao continua, era idéntico.

Como ja foi referido anteriormente, a utilizagdo de reduzidos tempos de
amostragem era vantajosa, na medida em que limitava o ndmero de recirculages que era
necessario executar para analisar uma determinada amostra. Desta forma foram
seleccionados tempos de amostragem entre 2 e 4 s. A validagio da selecgdo destes t, foi

efectuada em fungéo dos resultados obtidos com a insergdo de uma solugdo padrdo de
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cloreto 500 mg L™, a diferentes t, em que verificou um aumento do o sinal analitico, na
primeira detecgdo, com o f, até a um valor de 4 s, apresentando depois uma tendéncia

para a estabilizagao (Fig 5.4).

Amplitude de sinal (cm)

0 T T T T
0 2 4 6 8 10

Tempo de amostragem (s)

Fig 5.4 — Variagdo do sinal analitico em fungao do tempo de amostragem.

Apés a avaliagéo do tempo de amostragem, e correépondente insergao da amostra
no sistema de fluxo, efectuou-se o estudo do processo de recirculagdo. Este estudo
iniciou-se pela avaliagdo da primeira passagem da zona de amostra pelo detector,
originando a primeira detecgado. Verificou-se que apds a insergéo da amostra, 0 maximo de
sinal analitico, correspondendo ao maximo de absorvancia, era obtido ao fim de,
aproximadamente, 25 s e que apds 60 s o sinal ja ndo era discriminavel ou ja havia voltado
a linha de base, o que significava que ja toda a zona de amostra havia passado pelo
detector. No entanto, aos 50 s (25 s apds o maximo de sinal) o perfil do sinal analitico
apresentava uma tendéncia decrescente, ndo muito acentuada, o que fazia prever um

gradiente de concentragdo ndo muito pronunciado e por isso adequado para o inicio do
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processo de recirculagéo, sendo por isso o intervalo de tempo ideal para atribuir a t; em
fungdo dos objectivos propostos. Este pressuposto era reforcado pelo facto de que,
estando o detector colocado a meio do reactor, aos 50 s ja a zona central da amostra,
mais concentrada, havia passado pelo detector, o que significava que a zona frontal da
amostra havia sido ja encaminhada para dreno. Ao mesmo tempo, a zona de amostra que
se encontrava na parte final do reactor L, (entre o detector e V,) apresentaria um perfil de
concentragdo suficientemente elevado para possibilitar multideteccdes, como era
pretendido. Por outro lado, e uma vez que o gradiente de concentragéo nao era muito
elevado, a ocorréncia de erros na temporizagao e na selecgao da zona de corte néo teria
repercussdes tdo negativas como as que ocorreriam se o gradiente fosse mais acentuado,

podendo por isso ser atenuados os efeitos negativos ao nivel da reprodutibilidade.

0®*%eg

Amplitude de sinal {cm)
L]
(o]
[ )
®
(o)
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0 20 40 60 80
Tempo de transporte (s)

Fig 5.5 — Variagdo do sinal analitico correspondente & 2* detecgdo, em fungdo do tempo de

transporte, para dois tempos de detecgdo: @ - 30 s; O - 40 s.

A optimizagao da segunda detecgdo teve por base a temporizagdo da segunda

fase de transporte, a qual foi avaliada por intermédio do ensaio de crescentes intervalos de
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tempo (t) a diferentes valores de t;. Com um tyde 30 s o sinal analitico diminuia com o f;
para valores entre 1 e 21 s, aumentava depois até aos 44 s, para diminuir novamente a
valores de f, superiores (Fig 5.5).

Estes resultados comprovam que com intervalos de tempo de transporte inferiores
a 21 s, a quantidade de amostra inicialmente no interior de L que é transferida para L; nao
é suficiente, sendo o sinal analitico devido quer a porgdo de amostra que néo é totalmente
escoada de Lz, quer a porgdo terminal da amostra que, com tempos de detecgdo muito
curtos, permaneceu em L.

Resultados similares sdo obtidos com um t, de 40 s (Fig 5.5), os quais apresentam
um diminuigdo do sinal até a um t,de 11 s, seguido de um aumento até aos 34 s, e depois
uma nova diminuigdo. No entanto, para um t; de SO s, considerado como o mais adequado
em experiéncias anteriores, o sinal analitico registava, imediatamente, um incremento
sustentado até aos 25 s, valor a partir do qual diminuia (Fig 5.6). Em concordancia, foi este

o valor de t,seleccionado para os ensaios posteriores.

2 [ ] °

Amplitude de sinal (cm)
&
e

o T T 1
0 20 40 60 80

Tempo de transporte (s)

Fig 5.6 — Variagdo do sinal analitico correspondente & 2* detecgdo, em fungdo do tempo de

transporte, para um tempo de detecgdo de 50 s.
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Como ¢ facilmente perceptivel, o maximo de sinal analitico & obtido, para os trés
exemplos apresentados, quando a soma de te fy é de, aproximadamente, 75 s. Este valor
corresponde a 3 vezes o intervalo de tempo necessario para a detecgdo maxima (25 s), 0

que corresponde ao nimero de transportes efectuados para a segunda detecgéao.

Uma capacidade evidenciada pelo sistema desenvolvido é a renovagao continua
da interface de reacgdo amostra/reagente, por forga da renovagao da solugao reagente,
utilizada como solugdo transportadora. Durante as sucessivas fases do processo de
recirculagdo, e em virtude do limitado volume interno dos reactores, parte da dispersa zona
de reacgdo é removida, sendo substituida por uma nova interface a qual vai originar o
desenvolvimento de uma nova zona de reacgdo. Esta renovagao ocorre, simultaneamente,
nas secgdes frontal e terminal da zona de amostra. De facto, por exemplo, durante a
primeira fase de transporte, quando a zona de amostra é empurrada de L, para L3, a
secgdo frontal da zona de amostra é rejeitada e, ao mesmo tempo, a ultima parte da
solugdo transportadora entrada em Ly permanece intacta. Quando se inicia a segunda fase
de transporte de L; para Ly, a nova solugéo transportadora, entrada por V3, renova a
secgao terminal da zona de reacgdo, e vai empurrar a zona de amostra de encontro a
solugdo transportadora intacta no interior de L, criando uma nova interface frontal. Este
processo repete-se continuamente em cada nova fase de transporte. Assim sendo, as
sucessivas deteccbes obtidas durante o processo de recirculagdo poderao ser
consideradas, ndo como a monitorizagdo de uma mesma reacgao a diferentes niveis de
dispersdo, mas sim como o resultado de uma inteiramente nova reacgéo. Por outro lado, e
numa perspectiva diferente, a renovagdo permanente da solugdo reagente podera ser
considerada como um processo de adigao continua de reagente a uma mesma reacgao, O
que representa um interessante potencial analitico, podendo ser explorado, por exemplo,

como estratégia de titulago em fluxo. Outra situagdo em que a adigéo continua de
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reagente podera ser particularmente vantajosa diz respeito a sua utilizagao no caso de

reagentes que apresentem baixas solubilidades, como € o caso do Hg(SCN)..

Uma vez que o controlo automatico permitia que todo processo de recirculagao
fosse executado de uma forma reprodutivel, o que garantia a reprodutibilidade da
sequéncia de detecgdes, o sinal analitico fornecido por determinada detecgéo (primeira,
segunda, etc...) podia ser interpolado numa curva de calibragéo, para a mesma detecgao,
obtida por insergdo de uma conjunto de distintas solugdes padrdo. Mais ainda, 0 mesmo
conjunto de solugdes padrdo permitia que, teoricamente, numa unica etapa de calibragéo,
fossem obtidas tantas curvas de calibragdo quantas as detec¢des efectuadas, com a
vantagem de a cada detecgdo corresponder um valor de disperséo e um nivel de diluigdo
distinto. Devido ao numero especifico de detecgdes exibido por cada solugéo padréo, cada
detecgdo tinha uma intervalo de concentragdes determinaveis especifico (Tabela 5.1). As
detecgdes iniciais, em que a amostra era pouco diluida, tinham um limite superior de
concentragao relativamente limitado, préximo dos 500 mg L™, embora fossem as que
apresentavam maior sensibilidade. Contrariamente, as ultimas detecgGes apresentavam
um grande valor de diluigdo, com um limite superior de concentragdo determinavel
bastante alargado, rondando os 10000 mg L™, embora o limite inferior fosse penalizado.
Durante a execucgdo da andlise da amostra, os diferentes sinais analiticos originados pelas
detecgbes consecutivas, podiam ser interpolados na curva de calibragéo correspondente a
detecgdo respectiva, 0 que proporcionava a obtengdo de distintos e comparaveis valores
de concentragdo, a diferentes niveis de diluigdo, com apenas uma unica insergao de
amostra, o que podia ser usado como forma de comparagao e avaliagdo da exactidao dos
resultados obtidos.

O numero de ciclos necessarios para diluir uma solugao padrao para um valor de
concentragdo quase indetectdvel, dependia da concentragdo inicial da solugdo. Uma

solugao de cloreto 100 mg L', era analisada com apenas quatro recirculagdes (Fig 5.7),
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enquanto que a andlise de uma solugdo 2000 mg L' requeria 8 recirculagdes (Fig 5.7),
apresentando dois sinais analiticos iniciais com alturas comparaveis e os restantes

sucessivamente decrescentes.

Amplitude de sinal (cm)

4

2 \'

0 f
0 5 10 15

Detecgao

Fig 5.7 — Variagdo do sinal analitico em fungdo da detecgdo, para distintas solugbes padrdo de

cloreto: ®- 10000 mgL"; O -2000mgL’; M -100mgL’.

Uma solugdo 10000 mg L necessitava, até uma concentragdo quase indetectavel,
de 12 recirculagdes, que exibiam em conjunto, um perfil sigmoidal (Fig 5.7): 5 sinais
analiticos iniciais quase idénticos, correspondendo ao valor de absorvancia mais elevado,
seguidos de outros 7 sinais consecutivamente decrescentes.

Para cada detecgéo foram estabelecidas curvas de calibragdo apresentando uma
relagdo linear entre absorvancia e concentragdo (Fig 5.8) para valores compreendidos
entre 0-500 mg L, para a segunda detecgao, e entre 1500-10000 mg L", para a oitava

detecgao (Tabela 5.1).
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Foram estabelecidas, por regressdo linear, equagdes para cada curva de
calibragdo, as quais, do tipo A = xC + b sendo A a amplitude de sinal, em cm, e C a
concentragdo de cloretos expressa em mg L', sdo apresentadas na Tabela 5.1,
conjuntamente com os respectivos coeficientes de correlagéo, abcissa na origem (b) e

declive (x).

Amplitude de sinal (cm)

T T T T

0 2000 4000 6000 8000 10000

Concentragéo dos padroes (mgL™)

Fig 5.8 — Curvas de calibragdo obtidas com solugées padrdo correspondentes a distintos

intervalos de concentragdo e a diferentes detecgdes: @ - 2° detecgdo, O - 5 detecgdo; W - §*

detecgdo.
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5.3.2.Andlise de preparagdes farmacéuticas

Com o objectivo de analisar as potencialidades e o desempenho da metodologia
desenvolvida, foram efectuadas determinagdes de cloretos em solugdes parenterais, as
quais apresentavam distintas composigdes e distintas concentragdes de cloreto.

A avaliagdo comparativa dos resultados obtidos com a metodologia desenvolvida
(Tabela 5.2) face aos fonecidos pela metodologia de referéncia, apresentou desvios

relativos, expressos em percentagem, entre —5,6 e 3,2%.

Tabela 5.1 — Curvas analiticas obtidas com a metodologia desenvolvida na determinagdo de

cloreto, para distintas detecgdes.

Intervalo de Abcissa Coeficiente de
Detecgao concentragdes Declive na origem Regressao
(mg L")
2 0 -500 0,0133 0,1163 0,996
3 0 - 500 0,0076 -0,0279 0,996
4 0-1000 0,0039 0,0680 0,992
5 400 - 4000 0,0019 0,2222 0,999
6 400 - 10000 0,0009 0,4948 0,996
7 1000 — 10000 0,0006 0,0888 0,995
8 1500 — 10000 0,0004 0,0904 0,998

O sistema analitico demonstrou um funcionamento estdvel, sem desvios na linha

de base ao longo de tempo. Os valores de absorvancia obtidos por insergao repetida
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(n=5) de uma amostra, apresentaram um desvio padrdo relativo (RSD) inferior, em valor

absoluto, a 1,8%.

Tabela 5.2 — Resultados obtidos na determinagado de clorsto em solugdes parenterais.

Concentragao determinada (mgL™)

Amostra Metodologia Metodologia de RD~
Desenvolvida Referéncia (%)

Soro Fisioldgico 5440+98 5460 -0.37
Soro 210 1847+33 1803 2,4
lonosteril 3773168 3860 -2,3

lonosteril Lact 3834469 3870 -0,67
Glucosteril 5% 886+16 939 -5,6
Neodextril 70 5691+102 5514 3.2

* Desvio relativo, expresso em percentagem da metodologia desenvolvida em relagao & metodologia

de referéncia.
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5.4.Conclusodes

Os resultados obtidos na determinagdo de cloreto em solugées parenterais
confirmaram as potencialidades previstas para o sistema de fluxo multicomutado
desenvolvido. A recirculagdo da zona de amostra através de um sistema de fluxo com uma
configuragdo circular, o qual funcionava como um reactor de dimensdes auto-ajustaveis
em funcdo do nuimero de ciclos de recirculagdo e da evolugdo do sinal analitico,
demonstrou ser uma estratégia efectiva para aumentar a dispersao e por conseguinte o
nivel de diluicdo da amostra. Este desempenho foi reforgado pela remogao selectiva de
zonas da amostra, tanto na sua secgao frontal como na terminal, o que permitiu aumentar
a eficiéncia do processo de diluigdo, ao mesmo tempo que contribuiu para uma constante
renovagdo das interfaces amostra/reagente anterior e posterior. Os resultados obtidos
demonstraram que a metodologia proposta proporciona uma ampla variedade de valores
de diluigdo, o que possibilita a compatibilizagdo entre o grau de diluigdo a que uma
amostra devera ser sujeita e o intervalo de resposta linear do detector, a0 mesmo tempo
que se revela eficiente em situages que requerem valores elevados de diluigao, sem que
seja necessario qualquer reconfiguragdo do sistema, o que permite alargar o intervalo de
concentragdes determindveis. Todas estas possibilidades foram acompanhadas por um
processo de multidetecgao que permitiu uma monitorizagéo continua da zona de amostra.

O controlo do sistema de fluxo circular foi facil e eficientemente executado atraves
duma rotina de temporizagdo de simples implementagdo e programagéo. No entanto, o
sistema poderd eventualmente ser controlado através de mecanismos auxiliares
adequados (por exemplo, mecanismos sensores a qualquer caracteristica da zona de
amostra) que possibilitem a avaliagdo da posigdo da amostra, transmitindo a informacgéao a
unidade central de controlo que decidira a comutagao das valvulas solendides.

Por outro lado este sistema pemnitiu ultrapassar uma das limitagdes dos sistemas

em circuito fechado, que era a colocagdo do sistema de propulsdo (vulgarmente uma
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bomba peristéltica) no interior do sistema de recirculagao, o que tinha efeitos negativos ao
nivel do perfil da zona de amostra. Torna também possivel operar em modo multi ou
unidetecgdo, além de evitar a acumulagéo de bolhas de ar no interior das tubagens, com
efeitos extremamente negativos em termos de detecgdo, visto que estas poderao ser
eliminadas aquando do processo de remogao das zonas dispersas.

A quantidade de informagao disponibilizada pela multidetecgéo confere ao sistema
desenvolvido elevado potencial no sentido da adaptagdo de determinagdes cinéticas a

sistemas de fluxo continuo.
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CAPITULO

6

DETERMINACAO FLUORIMETRICA
DE ISONIAZIDA COM APLICACAO EM
ENsAIOS DE DISSOLUCAO

A isoniazida é um agente tuberculostdtico efectivo contra estirpes de
Mycobacterium. Neste capitulo € descrito o desenvolvimento de uma metodologia analitica
baseada na implementagdo de um sistema de fluxo multicomutado, com detecgao
~ fluorimétrica, para determinagdo de isoniazida em produtos farmacéuticos. A metodologia
desenvolvida, combinando a sensibilidade da detecgo fluorimétrica com uma estratégia
de diluicdo selectiva das amostras mais concentradas, por amostragem de zonas de
amostra, permitiu a andlise de uma ampla gama de concentragdes sem necessidade de
introduzir alteragdes na configuragdo da montagem de fluxo. O sistema analitico
desenvolvido foi aplicado em ensaios automaticos de dissolugao de comprimfdos contendo

isoniazida.
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6.1.Introducgao
6.1.1.Caracterizacdo da isoniazida

A isoniazida, hidrazida do 4cido nicotinico ou hidrazida do @cido
4-piridinacarboxilico (Fig 6.1), é uma substancia cristalina branca ou incolor, soluvel em
4gua e em etanol (14ge2gem 100 mL a 25 °C, respectivamente), e pouco soltuvel em

cloroférmio e éter [1]:

N
O
CO.NH.NHp

Fig 6.1 — Estrutura da isoniazida.

A isoniazida é uma substancia relativamente estavel em solugao a pH<8, sendo no
entanto bastante mais estavel a pH=6 do que a pH=3. Por outro lado, a um pH préximo de
3 e em condigdes anaerébias, é hidrolisada sendo convertida em &cido isonicotinico. A
hidrélise alcalina em condigdes aerdbias origina principalmente &cido isonicotinico,
isonicotinamida e hidrazida de 1,2-diisonicotinoil.

A isoniazida foi pela primeira vez sintetizada por Meyer e Mally [1] em 1912 por
aquecimento de uma mistura de &cido nicotinico e hidrazida a 300 °C. A sua acgao
antibacteriana sobre estirpes de Mycobacterium foi pela primeira vez reconhecida por
Chorine e Huant em 1945, sendo depois considerado um agente tuberculostatico

extremamente util.
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A isoniazida é rapida e quase completamente absorvida, obtendo-se um valor
maximo de concentragdo no sangue uma a duas horas apés a administragéo. A ligagéo da
isoniazida as proteinas plasméticas & limitada (< 10%), difundindo-se rapidamente através
dos fluidos bioldgicos (incluindo o liquido cerebrospinal), tecidos e érgaos. O metabolismo
é fundamentalmente baseado na acetilagao [2], embora outras rotas metabdlicas envolvam
hidrélise, conjugagdo com a glicina, formagao de hidrazona e N-metilagao, resultando em
metabolitos inactivos com excepgdo da monoacetilhidrazina, a qual apresenta elevada
reactividade sendo responsdvel pelos efeitos hepatotdxicos observados em doentes

sujeitos a uma terapia com isoniazida.
6.1.1.1.Actividade

A isoniazida é uma agente bactericida altamente activo contra microorganismos do
género Mycobacterium, especiaimente M. tuberculosis, o qual inibe in vitro em
concentragdes entre 0,02 e 0,2 pg mL™" [3] e também contra M. bovis e M. kansasii. E um
farmaco bastante especifico e portanto ineficaz contra outros agentes patogénicos. O seu
modo de accdo é desconhecido embora se saiba que se liga firemente aos bacilos em
fase de crescimento (fase de divisdo) com uma actividade rapidamente bactericida
(embora com poder esterilizante inferior ao da rifampicina e da pirazinamida), mas sendo
apenas considerado um bacteriostatico quando aqueles microorganismos se encontram
num estado de semi-laténcia. Quando usada isoladamente no tratamento da tuberculose
verifica-se o rapido aparecimento de estirpes resistentes (que se supde ser devido a perda
do gene para produgdo de catalase [3]), fendmeno que é limitado ou mesmo evitado com

uma terapia combinada com outro agentes antibacterianos.
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6.1.1.2.Indicagbes terapéuticas

A isoniazida é usada em conjunto com outros quimioterdpicos, como a rifampicina
e a pirazinamida, no tratamento da tuberculose pulmonar e extrapulmonar, e isoladamente,
na profilaxia da tuberculose envolvendo grupos de alto risco. A dose usual para tratamento
ou prevengao da tuberculose € de 5 mg Kg' por dia, num méaximo de 300 mg didrios,
durante 6 meses. A via de administragdo mais usada é a via oral, podendo também ser

usadas as vias intramuscular e intravenosa.

6.1.2.Métodos de Andlise

A enormme popularidade e importancia alcangada pela isoniazida como agente
terapéutico no tratamento da tuberculose, teve como resultado que fosse objecto de
numerosos estudos, que conduziram ao desenvolvimento de diversas metodologias
analiticas para o seu doseamento, tanto em preparagdes farmacéuticas como em
amostras biolégicas. Entre estas metodolo'gias ha a destacar um numero significativo de
métodos colorimétricos, os quais tiram partido da estrutura quimica da isoniazida,
nomeadamente da reactividade do grupo hidrazida. Assim, foram propostas varias
metodologias colorimétricas baseadas na formagéo de hidrazonas coradas, por reacgao da
isoniazida com diferentes aldeidos, como sejam o p-dimetilaminobenzaldeido [4] e o
benzaldeido [5]. Foram também propostos como reagentes cromogénicos a 1,2-
naftoquinona-4-sufonato, que reage com o grupo hidrazida, em meio alcalino, formando
um composto de cor laranja com uma maximo de absorvéncia a 480 nm [6], a 2,3-dicloro-
1,4-naftoquinona que forma com a isoniazida um composto azul, em meio alcalino [7], 6,7-
dicloroquinolina-5,8-diona, que forma produtos de condensagéo verdes em meio etanolico
alcalino [8], e também a 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona [9], o 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxo-

1,3-diazol [10], a 9-cloroacridina [11]. Alguns trabalhos exploram a forte absorvancia da
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isoniazida na regido dos ultravioleta para a sua determinagdo [12]. A absorvancia entre
230 e 290 nm de misturas de isoniazida e rifampicina foi utilizada para determinagao
espectrofotométrica simultanea destes compostos [13]. |

A detecgdo espectrofotométrica foi também utilizada num sistema por injecgéo em
fluxo, envolvendo uma paragem do fluxo, para determinagéo cinética espectrofotométrica
de isoniazida por reacgdo com o 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno em meio micelar [14].

Embora a isoniazida ndo apresente originaimente fluorescéncia foram também
propostas para a sua determinagdo metodologias fluorimétricas. Em 1971, Bartos [15]
propds a abertura do anel piridinico, do &cido nicotinico, com brometo de cianogénio, com
formagdo de um derivado do aldeido glutacénico e condensagdo deste com o &cido p-
aminobenzoico para formar uma base de Schiff fluorescente com um 1.,=366 nm e ‘
Aem=480 nm. loannou propds alternativamente a reacgéo entre a isoniazida e o 2-hidroxi-1-
naftaldeido, em meio acido [16]. No que diz respeito a detecgdo fluorimétrica num sistema
de fluxo, Calatayud et al. propuseram uma metodologia de fluxo com base na oxidagao da
isoniazida pelo peréxido de hidrogénio [17].

Uma metodologia automatizada de fluxo, baseada na quimiluminescéncia
produzida durante a reacgéo entre a isoniazida e a N-bromosuccinimida, em meio alcalino,
foi proposta por Calokerinos et al. [18]. © mesmo reagente foi usado por Sarwar et al. para
a determinagéo volumétrica de isoniazida, usando o vermelho Bordeaux como indicador.
Uma volumetria é também a metodologia de referéncia da Farmacopeia Portuguesa,
sendo usado como titulante uma solugdo de bromato de potassio, e como indicador uma
solugdo de vermelho de metilo. Uma ampla variedade de outros métodos volumétricos
estdo disponiveis na literatura, incluindo as titulagdes ndo-aquosas com acido perclérico,
com detecgao visual [19] ou potenciométrica [20] do ponto de equivaléncia.

Foram também propostos métodos electroquimicos que recorrem sobretudo a

métodos polarograficos [21, 22] e coulométricos [23].
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Podem ainda encontrar-se descritas metodologias analiticas envolvendo técnicas
gravimétricas, como a baseada na formag&o de um composto insoltivel entre a isoniazida
e o acido picrico [24].

Os métodos cromatograficos séo talvez os mais frequentemente usados na
determinagédo de isoniazida em preparagbes farmacéuticas, e muito especiatménte em
amostras biolégicas. Estes métodos recorrem a diferentes tipos de detectores, sendo no
entanto a detecgéo na regido da radiagéo ultravioleta a mais utilizada [25-27]. A detecgédo
fluorimétrica, quer por derivatizagdo usando como agente oxidante o perdoxido de
hidrogénio [28], quer por tratamento fotoquimico [29] tem sido também utilizada, assim

como a cromatografia gasosa [30] e a cromatografia em camada fina [31].
6.1.3.Diluigdo em linha em sistemas de fluxo continuo

A diluigdo da amostra, motivada por valores de concentragéo superiores aos que
definem o intervalo em que a metodologia analitica é aplicavel, € um dos tratamentos a
que é necessario recorrer com mais frequéncia aquando da execugdo de um procedimento
analitico. Ndo sendo um tipo de tratamento muito utilizado na andlise de produtos
farmacéuticos, visto que aquando da preparac;éb das amostras para andlise é possivel
salvaguardar este intervalo de concentragdes através da preparagdo de solugGes com uma
concentragao ajustada, é no entanto um procedimento necessario em situagdes em que 0
método instrumental é muito sensivel, e em que a toma de quantidades pequenas de
amostra poderd ser uma importante causa de erro. E também um tratamento quase
inevitavel quando se executa a monitorizagdo de ensaios de dissolugdo, em que é
necessario determinar uma ampla gama de concentragdes, a8 medida que quantidade de
farmaco dissolvido aumenta.

Foram propostas diversas configuragdes de fluxo com vista a diluicao em linha da

amostra, como as que recorrem a manipulagao directa da dispersao [32], quer por redugéo
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do volume de amostra inserido, quer por aumento do caudal transportador ou do
comprimento do reactor. Alternativamente foi proposta a insergdo de cadmaras de mistura
[33] ou ent&o a divisdo do fluxo, e por conseguinte da zona de amostra, em duas fracgdes,
sendo que uma delas é encaminhada para detecgéo e a outra rejeitada [34]. Em oposicao
a divisdo de fluxo, é também possivel convergir a amostra com o fluxo transportador, o que
ird promover a distribuigdo da zona de amostra por um volume superior [35], podendo
ainda combinar-se as duas estratégias, confluéncia e divisdo de fluxo, de que resulta um
incremento da eficiéncia da diluigdo. Um sistema deste tipo, denominado diluigdo em
cascata [36], recorre a sucessivas divisbes e confluéncias de fluxo. Uma estratégia
semelhante, denominada confluéncia de zonas, implica a convergéncia de dois fluxos: a
amostra, por ac¢do de um fluxo transportador, € um reagente, e permite obter
paralelamente & diluigdo da amostra uma economia de reagente [37].

A introdugdo nas montagens de fluxo de unidades baseadas na utilizagdo de uma
membrana de didlise [38], a qual funciona como um limitador de transporte entre dois
fluxos, o dador e o aceitador, permite ndo s6 a obtengdo de elevados valores de diluigao
mas também a eliminagéo de eventuais interferentes [39].

Uma técnica de diluigdo versatil, e que permite obter niveis de diluicdo muito
variados, sem necessidade de introdugédo de alteragées na configuragdo da montagem de
fluxo é a amostragem de zonas [40]. Esta técnica (Fig 6.2) consiste na introdugéo da
amostra num fluxo transportador no qual é dispersa durante um intervalo de tempo
definido. Ao fim deste intervalo de tempo, e dependendo do dispositivo de injecgao
utilizado, uma porgdo da zona de amostra inicial é retirada e introduzida num segundo
fluxo transportador que a encaminha para detecgao.

Assim, e de acordo com o intervalo de tempo utilizado (tempo de re-amostragem),
é possivel re-amostrar qualquer porgédo ou zona da amostra inicial, dependendo o grau de
diluicao obtido do volume e da zona de amostra re-amostrada. Baseada originalmente na

utilizagdo de um injector-comutador [40], esta metodologia foi depois implementada com
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recurso a valvulas rotativas automatizadas [41], num sistema totalmente automatizado em
que, através de uma linha de retorno, o sistema seleccionava o tempo de re-amostragem

e, deste modo, o valor de dilui¢édo da amostra.
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Fig 6.2 — Amostragem de Zonas. (A) — montagem de fluxo: C - solugdo de transporte; S —
amostra; Vi e Va2 — vdlvulas rotativas; B — bomba; D - detector; W — dreno; At — tempo de re-amostragem.

(B) - A utilizagdo de tempos de re-amostragem distintos, resulta em valores de diluigdo, e por isso sinais

analiticos, distintos (C) e (D).
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Esta técnica foi igualmente implementada com valvulas solendides, com base na
multicomutagao [42]. Um sistema de fluxo multicomutado similar, baseado na remogao de
zonas de amostra, foi também recentemente proposto [43].

Uma outra estratégia de diluicdo em linha é a diluigdo electrénica [44]. Esta técnica
é baseada na obtengdo de um sinal analitico correspondente a determinada zona da
amostra (normalmente pertencente & porgdo de amostra posterior ao sinal maximo), a um

intervalo de tempo previamente definido.
6.1.4.Ensaios de dissolugédo

Os ensaios de dissolugdo de farmacos em formas orais sélidas, como comprimidos
e capsulas, tornou-se um procedimento de rotina no controlo da qualidade destes produtos
farmacéuticos, sendo uma das tarefas que exige um maior dispéndio de tempo e de
atengédo ao nivel dos laboratérios de controlo da industria farmacéutica [45]. Este tipo de
ensaios reveste-se de grande importancia por diversos motivos [46]: no desenvolvimento
de novos produtos, especialmente em térmos de optimizagdo da biodisponibilidade do
farmaco; em ensaios de estabilidade, isto é, na detecgdo de alteragdes na libertagao do
farmaco apés determinadas condigcdes de armazenamento; em controlo de qualidade, na
avaliagio da similitude das caracteristicas de diferentes lotes.

Durante a ultima década, com o interesse crescente dedicado as formas de
libertagdio controlada, cujas caracteristicas basicas, como inicio, velocidade e extens&o da
libertag@o do farmaco, estdo associadas as propriedades fisico-quimicas da formulagéo e
ndo as condigdes do meio, verificou-se uma procura por um processo ideal automatico de
dissolugéo, capaz de proporcionar um perfil global de dissolugdo durante um periodo
longo, e que portanto apresentasse: uma elevada estabilidade, baixo consumo de
reagentes, possibilidade de funcionamento em modo descontinuo e um intervalo alargado

de concentragées determinaveis [47].
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Embora o conceito de dissolugdo surja naturalmente, uma vez que parece dbvio
que as formas sélidas tém que se desintegrar e dissolver para o farmaco actuar, apenas
no anos 60 foram propostos os primeiros testes quantitativos de dissolugéo, na altura
baseados num agitador de pds [48], os quais seriam depois adoptados pela grande
maioria das Farmacopeias.

O aumento da complexidade das formulagées farmacéuticas e,
correspondentemente, do nimero de parametros a determinar, motivou o desenvolvimento
de novas metodologias, exibindo um grau cada vez mais elevado de automatizagao, com
base, por exemplo, na utilizagdo combinada de vélvulas selectoras automaticas e
dispositivos amostradores [49], na monitorizagdo in foco com fibras odpticas sem
amostragem [50, 51] ou no recurso a mini-robots [52].

Este tipo de andlise envolvendo um grande ndmero de amostras, sobretudo se se
considerar que os ensaios podem abranger 4 ou mais formas farmacéuticas em
simultidneo com uma composigao similar, é um campo atractivo onde a implementagao de
metodologias analiticas em fluxo continuo apresenta elevadas potencialidades [45], as
quais estdo associadas com: i) o uso de técnicas de derivatizagao, permitindo aumentar a
sensibilidade e a selectividade; ii) sistemas analiticos simples, de baixo custo e com
reduzido consumo de reagente, onde € possivel introduzir elevado grau de automatizagéo;
iii) monitorizagdo em quase tempo real de sistemas em evolugéo continua e rapida; iv)
elevada estabilidade de funcionamento por longos periodos; vi) monitoriza¢ao do farmaco
mas também dos seus produtos de degradag&o, devido ao seu acoplamento em linha e as
suas possibilidades de multideterminagao; vii) grande flexibilidade operacional, tanto com
sistemas de dissolugdo rapida como de dissolugdo lenta, o que podera requer, por
exemplo, uma etapa de pré-diluigao ou pré-concentragdo ou um funcionamento em modo
descontinuo; viii) grande diversidade de sistemas de detecgao.

As primeiras aplicagbes de sistemas de fluxo continuo na monitorizagao de

ensaios de dissolugdo, foram efectuadas por Koupparis et al. com recurso a andlise por
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injecgdo em fluxo (FIA), em montagens automatizadas controladas por computador [53-
55]. Estes sistemas eram baseados na recirculagdo continua do meio de dissolugao
através do alga de amostragem de uma valvula de injecgao rotatoria, que, periodicamente,
procedia & introdugdo da amostra no sistema de fluxo, sendo o sinal analitico obtido, por
derivatizagdo, comparado com os fomecidos por uma etapa prévia de cali.bragéo. Outras
sistemas de fluxo foram posteriormente propostos, incluindo sistemas FIA para extracgéo
liquido-liquido [56] e, mais recentemente, sistemas de analise por injecgao sequencial
(SIA) [57].

Os sistemas de fluxo multicomutado apresentam caracteristicas ideais para
aplicagdo neste tipo de ensaios, sobretudo nos que envolvem varios vasos de dissolugao
em simultineo, uma vez que € possivel individualizar, com uma montagem de

configuracéo simples, a amostragem de cada um dos vasos.
6.1.5.0bjectivo

Como técnica analitica a espectrofluorimetria apresenta algumas vantagens
relativamente a outras metodologias de uso frequente, como a espectrofotometria, em que
sobressaem uma superior selectividade e uma sensibilidade acrescida. Nesse sentido, a
implementagdo de uma metodologia analitica baseada num sistema de fluxo
multicomutado para determinagdo de isoniazida, combinando uma elevada sensibilidade
com uma procedimento eficiente de diluicdo em linha, apresenta elevadas potencialidades
uma vez que permite a andlise de amostras num intervalo alargado de concentragdes,

possibilitando também a sua aplicagdo em ensaios de dissolug@o de comprimidos.
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6.2.Parte Experimental

6.2.1.Reagentes e solugdes

Na preparagéo da solugdo padrao de isoniazida, com uma concentragao de 10° M,
foi utilizado o soélido obtida na Fluka, ref. 58980. Esta solugao era preparada diariamente
por pesagem rigorosa de 137,1 mg de isoniazida seguida da sua dissolugao e diluigao até
1000 cm® com agua desionizada. Esta solugdo era mantida no frigorifico e era utilizada na
preparacdo, por diluigho com agua desionizada, das solugdes padrao empregues na
elaboragao das curvas de calibragéo.

A solugdo reagente de cério (IV), com uma concentragdo de 2x10®° M, era
preparada diariamente por dissolugdo de 8,08 mg de sulfato de cério (IV) em 600 mL de
agua desionizada. A esta solugédo eram adicionados 10 mL de H,SO, concentrado, 200 mg
de Na,S,05 e 2 mL de AgNO; 0,1 M. Seguidamente esta solugdo era levada a ebuli¢éo
durante 10 minutos, arrefecida e diluida até 1000 cm’ com &gua desionizada. Este
tratamento [58] tinha como objectivo reduzir a valores minimos a concentragéo de catido
cério (Ill). A presenca deste catido em solugéo, quando em valores apreciaveis, conferia a
solugdo reagente de cério (IV), usada como transportador da zona de amostra, um valor
de fluorescéncia elevado. Desta forma, e sendo esta solugédo usada no estabelecimento da
linha de base, o intervalo operacional do fluorimetro era reduzido e por isso a gama de
concentragdes detectéveis era restringida. A eliminag&o do catido cério (lll) era obtida por
oxidagdo a cério (IV), em meio acido com peroxodissulfato, reacgdo esta catalisada pelo
catido prata (). O excesso de peroxodissulfato, cuja presenga iria afectar os resultados,
visto que oxidaria o cério (lll) formado durante a oxidagéo da isoniazida, era eliminado por

aquecimento a ebuligdo da solugéao durante 10 minutos.
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6.2.2.Equipamento

Como detector fluorimétrico incorporado nas montagens de fluxo, foi utilizado um
espectrofluorimetro da marca Perkin-Elmer, modelo LS-30, equipado com uma célula de
fluxo com um volume intemno de 7 pulL.

A montagem de fluxo multicomutado era constituida por uma valvula pneumatica
de quatro vias VICI Cheminert, modelo NAVO0054, produzida pela Valco Instrumental Co.
Inc., e duas valvulas solendides NResearch, modelo 161 T03, com duas entradas e um
saida, ja anteriormente descritas (Capitulo 2).

O transporte das solugdes era efectuado por intermédio de tubagens e reactores
em Teflon, com um diametro interno de 0,8 mm. l

As solugbes eram propulsionadas por aspiragdo, por intermédio da actuacéo de
uma bomba de pistao Crison, modelo Micro BU 2031, equipada com uma seringa de 5 mL.

Os ensaios de dissolugdo foram efectuados com recurso a equipamento
especifico, da marca Erweka, modelo DT, equipado com pas rotativas. As solugbes eram
filtradas em linha, através de uma unidaderde filtragdo constituida por um suporte em ago
inoxidavel, com um diametro de 1,3 cm, Schieicher & Schuell, modelo FM 013/0, no qual
era colocado um filtro de papel Whatman n? 1, com um didmetro de 1 cm.

As titulagdes de isoniazida com anido bromato, utilizadas como metodologia de
referéncia, foram executadas com uma bureta Crison Micro BU 2031 e a um agitador

Crison Micro ST 2039, ja referidos anteriormente (Capitulo 2).
6.2.3.Montagem de fluxo multicomutado
A montagem de fluxo (Fig 6.3) foi desenhada de modo a cumprir dois propositos

fundamentais: uma configuragdo simplificada e de fécil controlo, e um eficiente e versatil

desempenho analitico possibilitando a analise de uma extensa gama de concentragoes,
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incluindo a sua aplicagdo a amostras muito concentradas decorrentes da execugéo de
ensaios de dissolugéo.

Assim sendo foram incorporadas apenas trés valvulas: uma valvula pneumatica e
duas valvulas solendides. A valvula pneumdtica (V,), apresentando uma alta eficacia em
termos de reprodutibilidade e frequéncia de permuta de posigao, foi utilizada para insergao
das duas solugbes (solugdo de amostra A e solugdo reagente R). A solugéo reagente foi
utilizada como solugéo transportadora.

As duas valvulas solendides, de trés vias (duas entradas e uma saida) (V2 e V3),
eram usadas para controlar a direcgdo do fluxo transportador durante as fases de
detecgdo e substituigo de amostra, assim como para executar o procedimento de
amostragem de zonas, utilizado como estratégia de diluigdo durante a execugéo dos

ensaios de dissolugéo.

Fig 6.3 — Diagrama da montagem de fluxo multicomutado para determinagéo fluorimétrica de
isoniazida: Vi, V2 e Va - vélvulas solendides de trés vias (duas entradas/uma saida): a linha continua no
esquema da vélvula corresponde & posigdo 2 e a linha tracejada & posigéo 1, A - amostra; C — solugdo de
cério (IV); L+ e Lz — reactores enrolados, 0,5 m de comprimento; D - detector; B — bomba de pistao;

Q - caudal, 1 mL min’".
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Em termos de modelo de funcionamento do sistema, inicialmente V4, V; e V3 eram
colocadas na posigdo 1 e a solugdo reagente de cério(lV), usada como solugao
transportadora (R), era introduzida na montagem fluindo através do deteétor, 0 que
permitia estabelecer a linha de base. A andlise da amostra iniciava-se com a int!:odugéo
desta na montagem, através de V,, a qual era colocada na posigéo 2 correspondendo a
posigdo da amostra (A), durante um tempo de amostragem (f,) previamenteldefinido de
écordo com o procedimento de calibragdo, o qual permitia estabelecer, em fungéo do
caudal, o volume de amostragem. No final de t,, a vdlvula V; era comutada novamente
para a posi¢gdo 1, e a solugdo transportadora conduzia a zona de amostra, que seria
dispersa em L, e L, para detecgéao.

Apos a obtengdo do sinal analitico, V4, V; e V3 eram colocadas na posigao 2, para
substituicdo da amostra, seguido da colocagdo de V; na posigéo 1, para lavagem, voltando
finalmente V. e Vi para a posigdo 1, para restabelecimento da linha de base e nova
analise.

O caudal da solugéo transportadora foi mantido a um valor de 1 mL min.

A obtengado da curva analitica envolveu a insergdo e andlise de um conjunto de
padrdes, com concentragdes definidas, tendo sido utilizados 0s mesmos parametros
analiticos utilizados para a amostra. |

Durante a execugdo dos ensaios de dissolugdo de comprimidos de isoniazida,
verificou-se que era impossivel determinar directamente a concentragao de isoniazida no
vaso de dissolugédo, em virtude de esta apresentar valores elevados, muito superiores aos
correspondentes ao intervalo de concentragdes determindveis. Esta facto motivou a
implementagéo de um procedimento de diluigdo, baseado na amostragem de zonas [42], 0
que implicou que a amostragem fosse feita de forma diferente. Assim (Fig 6.4), durante a
fase de insercdo da amostra, através de um filtro colocado em linha antecedendo V;, as
trés valvulas V,, V. e V3 eram colocadas na posi¢do 2, e a amostra era aspirada pelo canal

lateral (L), 0 que permitia a lavagem do filtro e a substituigdo da amostra precedente.
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Fig 6.4 — Diagrama da montagem de fluxo multicomutado para realizagdo de ensaios de
dissolugdo de isoniazida: V1, Vz e Vs - vélvulas solendides de trés vias (duas entradas/uma saida): a linha
continua no esquema da vélvula corresponde & posi¢do 2 e a linha tracejada & posigéo 1, A - amostra;
C - solugdo de cério (IV); L1, Lz— reactores enrolados, 0,5 m de comprimento, Ls - canal de lavagem, 0,05

m de comprimento ; D - detector; B — bomba de pistdo; Q — caudal, 1 mL min’. F - filtro.

V, permanecia nesta posi¢do durante o tempo de amostragem definido, ao fim do
qual regressava a posigdo 1. Nesta altura a solugéo reag;,ente de cério(lV) iniciava o
transporte da zona de amostra, através do canal de lavagem (Ls), para dreno, sendo este
transporte efectuado durante um intervalo de tempo definido como tempo de re-
amostragem. No final do tempo de re-amostragem V, e V3 eram colocadas novamente na
posi¢do 1, e a porgao mais terminal da zona de amostra (menos concentrada) ainda no
interior de L, era conduzida em direcgdo ao detector, permitindo a obtengédo de elevados
valores de diluigo.

As etapas de lavagem e substituigdo de amostra ocorriam de acordo com o

procedimento anteriormente referido.
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6.2.4.Método de referéncia

As preparagdes farmacéuticas de isoniazida, analisadas pela metodologia
desenvolvida, foram as disponiveis no mercado portugués: Hidrazida Zimaia, comprimidos
doseados a 50 mg de isoniazida; Isoniazida 300, preparagdo farmacéutica de utilizagéo
hospitalar, doseada a 300 mg de isoniazida por comprimido. A preparaga@o das solugdes
das formulagdes farmacéuticas a ensaiar, envolveu a pesagem e pulverizagao de 20
comprimidos, de cada uma das formulagbes, seguida da dissolugdo e diluicao das
quantidades apropriadas de pd, apés pesagem rigorosa, com &gua desionizada. As
solugdes de amostra foram filtradas antes de serem analisadas.

A determinagdo de isoniazida na matéria-prima e em comprimidos, foi efectuada de
acordo com a Farmacopeia Portuguesa [62] por titulagdo com bromato de potassio, sendo
usado como indicador o vermelho de metilo.

Os ensaios de dissolugdo de comprimidos foram também efectuados de acordo
com a Farmacopeia Portuguesa [63], com substituicdo da aparelho com cesto de rede,
descrito na monografia dos comprimidos de isoniazida, por um aparelho com pa agitadora,

igualmente descrito na Farmacopeia Portuguesa [64].

6.3.Resultados e sua discussao

O catido cério(lV) tem sido usado como agente oxidante na determinagéo de
diversos compostos farmacéuticos [59, 60]. Este catido é facilmente reduzido a cério(lll) o
qual exibe, em meio sulfdrico, uma fluorescéncia intensa e caracteristica [61], fornecendo
assim um método expedito para a determinagdo indirecta de diversas espécies
farmacéuticas, com propriedades redutoras, que néo podem ser determinadas

directamente por fluorimetria. Consegue-se assim rentabilizar as elevadas sensibilidade e
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selectividade associadas a fluorimetria, com evidentes vantagens em termos de
desempenho analitico.

A isoniazida é um farmaco que ndo apresenta fluorescéncia nativa, mas que, ao
ser usada como agente redutor, promove a redugdo do catido cério(lV), em meio acido,
com formagdo de cério(lll), cuja elevada fluorescéncia (Aex= 255 NM € Aem= 355 nm) pode
ser utilizada como um método fluorimétrico de elevada sensibilidade para determinagéo de

isoniazida.

6.3.1.0ptimiza¢cao da montagem de fluxo

A implementagdo de uma metodologia de fluxo muiticomutado, com base na
reacgdo de redugdo anteriormente referida, era simples e envolvia apenas a utilizagao de
duas solugdes, a solugdo de amostra e a solug@o reagente de cério(lV), utilizada como
solugdo transportadora. No entanto, esta ultima solugdo levantava alguns problemas: uma
vez que existia sempre uma pequena presenga de Ce(lll) fluorescente nas solugbes de
Ce(lV), era necessaria proceder a sua eliminagdo de modo a reduzir a intensidade de
fluorescéncia. Tal como foi referido anteriormente, valores elevados de fluorescéncia para
esta solugdo, usada para estabelecer a linha de base, limitavam a detecgdo e restringiam
o intervalo de concentragbes determindveis, em virtude de reduzirem a amplitude da
escala utilizavel do espectrofluorimetro. A eliminagdo do Ce(lll) foi conseguida por
oxidagao deste catido a Ce(lV) por tratamento com peroxodissulfato [58], sendo o excesso
deste anido eliminado por ebuligdo da solugdo. No entanto, e apesar do tratamento
efectuado, existia sempre uma quantidade minima de Ce(lll) em solugdo, que, embora a
valores muito baixos, obrigava a preparagao didria da solugéo reagente de cério(IV).

Uma varidavel com significativa influéncia na estabilidade da solugdo reagente de
cério (IV), e na sua eventual redugdo a cério (lll), era a concentragao de H,SO,. De facto,

4 medida que aumentava a concentragdo de acido aumentava a estabilidade da solugao,
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obtendo-se uma linha de base praticamente inalteravel. Este aumento de estabilidade era
no entanto acompanhado de um diminuigdo do sinal analitico (Fig 6.5), em virtude do
aumento da concentragdo do acido resultar numa diminuigéo da cinética da reacgao. Uma
concentracdo de H.SO, de 2,7 M, que conferia & solugdo reagente uma grande
estabilidade, afectava de tal modo a cinética da reac¢do que nao permitia a obtengéo de
uma sinal analitico mensuravel em modo continuo, mas apenas quando o fluxo era parado
durante um certo tempo, antecedendo a detecg¢do, de modo a aumentar o tempo de
reacgdo. Esta paragem de fluxo afectava no entanto negativamente o ritmo de

amostragem.

Amplitude de sinal (cm)
w

0 1 2 3
Concentragio do dcido (M)

Fig 6.5 — Variagdo do sinal analftico em fungdo da concentragdo de dcido, para dois tempos de

amostragem: @ - 25,0 -6 s.

Com o objectivo de estabelecer um compromisso entre a estabilidade da solugao
reagente (um aspecto muito importante durante a execug@o dos ensaios de dissolugéo) e

a magnitude do sinal analitico, foi considerada como adequada para a realizagéo dos
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ensaios posteriores uma concentragdo de H,SO, de 0,54 M. Este valor de concentragao
permitia realizar os ensaios em modo continuo, ndo sendo portanto necessario recorrer a
uma paragem de fluxo.

A avaliagdo do tempo de amostragem (t;), que permitia estabelecer (para um dado
caudal) o volume de amostragem, foi efectuada tendo em consideragao duas premissas:
limite de detecgdo e intervalo de concentragdes determinaveis. Se o énfase for colocado
no limite de detecgao, entdo é necessario recorrer a utilizagéo de superiores t, de modo a
reduzir a extensdo da dispersdo da zona de amostra e assim incrementar a sensibilidade
da determinagdo. Pelo contrario, se se pretende privilegiar um intervalo alargado de
concentragdes, passivel de ser determinado a um dado t,, entao a escolha devera recair
sobre intervalos de tempo mais curtos. De facto, a medida que aumenta o [, e em
consonancia o volume de amostragem, o correspondente aumento registado na magnitude
do sinal analitico pode originar a redugéo do limite superior da zona de resposta linear da
metodologia, podendo mesmo provocar a saturagéo do detector, impedindo a medida.

Nas experiéncias efectuadas observou-se que um t;de 0,5 s, correspondente a um
volume de amostra de 8,3 puL para um caudal de 1 mL min”, possibilitava a detecgéo, de
uma forma reprodutivel, de solugbes padrido de isoniazida com concentragoes
compreendidas entre 2,5x10® e 1x10®° M (Fig 6.6). Com esta ultima solugdo padréo, a
utilizagao de t, inferiores a 0,5 s proporcionava a obtenga@o de sinais analiticos que, sendo
comparativamente superiores aos obtidos com um t, de 2 s e um padréo de 5x107 M,
apresentavam no entanto uma muito inferior reprodutibilidade. Um t, de 1 s (16,6 ul)
possibilitava estender o limite inferior de concentrages determinaveis até aos 5x107 M,
enquanto que valores de t,compreendidos entre 2 e 4 s (33,3 e 67 uL) permitiam a analise
de solugdes padrdo num intervalo alargado de concentragdes entre 2,5x107 e 1x10° M,
sendo de 4 s o valor maximo de t, que permitia a andlise da solugao de 1x10° M sem que

ocorresse saturagao do detector (Fig 6.7).

6-20



Determinagao fluorimétrica de isoniazida

12

10 -

Amplitude do sinal (cm)
[+1]

et

T T

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Concentragdo dos padraes (10 M)

Fig 6.6 — Curvas de calibragdo obtidas com distintos tempos de amostragem: @- 5 s;

O-4s; W -3s50-2s,A-1s5;+-05s.

Em fungdo destes resultados, foram estes os valores de tempo de amostragem
seleccionados para as experiéncias posteriores. .Valores de t, mais elevados, como por
exemplo 8 s (134 pL) permitiam efectuar determinagdes num intervalo de concentragdes
entre 2,5x107 e 2,5x® M. Para o padrdo mais diluido (2,5x107 M), e com os parametros
analiticos definidos, o valor méaximo de {, utilizével seria de 10 s (166 mL). Valores mais
elevados provocavam o aparecimento de um segundo pico, devido a criagdo de duas
interfaces de reacgdo, que correspondiam as zonas frontal e terminal da amostra. Estas
duas zonas estavam separadas por uma regido central, onde n&o ocorria reacgao, como
consequéncia do elevado volume de amostra inserido e da sua limitada dispersao na

solugdo reagente de transporte.
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Amplitude de sinal (cm)

14

Tempo de amostragem (s)

Fig 6.7 — Variagdo do sinal analitico em fungdo do tempo de amostragem, para vérias solugdes
padréo de isoniazida: ® - 10,0x10° M, O - 7,5x10° M; W -50x10°M ; O- 2,5x10° M A - 1,0x10° M;

+-0,25x10° M.

A avaliagéo da influéncia do caudal na intensidade de fluorescéncia foi efectuada
através de ensaios em que foi estabelecido um compromisso entre o tempo de
amostragem e o caudal, de modo a que, independentemente do valor deste ultimo, o
volume de amostragem se mantivesse constante. Assim, se o caudal era incrementado,
decrescia o tempo de amostragem e vice-versa, garantido que qualquer variagao do sinal
analitico seria devida unicamente a alteragdes da dispers@o e mistura amostra/reagente,
ou do tempo de reacgao.

Observou-se que a intensidade de sinal analitico aumentava ligeiramente de um
caudal de 0,5 para 1 mL min™ (presumivelmente porque a menor dispersdo, conseguida

com o caudal mais elevado, seria suficiente para compensar o menor tempo de reacgao),
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diminuindo depois com crescentes caudais, embora de forma ligeira e com tendéncia para
a estabilizag@o, o que poderia ser explicado por uma deficiente mistura amostra/reagenté
ou pelo menor tempo de reacgdo. Um caudal de 1 mL min” foi seleccionado para a
execucao das determinagdes.

O estudo de diversos reactores com comprimentos distintos demonstrou que o
sinal analitico diminuia com o aumento do comprimento (Fig 6.8), confirnando que o
aumento progressivo registado no tempo de reacgdo, ndo era suficiente para
contrabalangar a maior dispersdo sofrida pela amostra nos reactores com maior

comprimento.

Amplitude de sinal (cm)

o T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Comprimento do reactor (m)

Fig 6.8 — Variagdo do sinal analitico em fungdo do comprimento do reactor, para diferentes

tempos de amostragem: ® - 10,0x10° M, O - 7,5x10° M; W -5,0x10° M ;O- 2,5x10° M.

A influéncia da concentragdo de cério(IV) na intensidade de fluorescéncia foi
estudada num intervalo de concentragbes compreendidas entre 1x10% e 1x10™ M, de

forma a garantir sempre um excesso deste catido.
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Para volumes de amostra até 67 pL, correspondendo a tempos de amostragem de
4 s para um caudal de 1 mL min", ndo foram obtidas diferengas significativas, porque
sendo a solugdo reagente de Ce(lV) a solugdo transportadora, existia sempre um excesso
do catido. No entanto, para volumes de amostra mais elevados (obtidos com tempos de
amostragem superiores a 5 s) a solugdo de 1x10* M produzia sinais analiticos
ligeiramente mais elevados, talvez porque aumentasse a extensdo da reacgéo, ou porque
a superior concentragdo do catido permitisse estender a reacgdo até as regides mais
centrais da zona de amostra. Visto que os tempos de amostragem a utilizar na analise
seriam inferiores a 4 s, considerou-se que uma solugdo de cério(IV) 2x10° M seria
suficiente para garantir uma concentragio adequada do catiao.

Apés dimensionamento e optimizagdo do sistema de fluxo muiticomutado foram
obtidas curvas de calibragdo com recurso a tempos de amostragem de 1, 2 e 4 s,
apresentando uma relagao linear entre amplitude de sinal e concentragao para valores até

1,37 ug mL™', com um limite de detecgéo de 34,3 ng mL™ (Fig 6.9).

I

1

Amplitude de sinal (cm)
O = N W Ao~ OO

T

0,5 1 1,5

0

Concentragéo dos padrdes {ug mL™)

Fig 6.9 — Curvas de calibragdo obtida com solugdes padrdo de isoniazida com concentragdes até

1,37 ug mL”" e tempos de amostragem de: ®- 4s; A-2s; W -1s.

6-24



Dsterminagao fluorimétrica de isoniazida

As equagdes estabelecidas por regressao linear das curvas de calibragao foram:

-1,=18: A=1,6879C—-0,018; R=0,9998
-1,=2s:A=3,1794 C-0,0081; R = 0.9997

-1,=48: A=5,9479 C + 0,059; R = 0,9994

sendo A a amplitude de sinal, expressa em centimetros, e C a concentragdo de
isoniazida, expressa em ng mL™". R é o coeficiente de correlagio.
A Figura 6.10 apresenta o registo grafico obtido na elaboragdo da curva de

calibragdo com um t,de 4 s.

1,37

7 4 1,10

0,822

0,548

Amplitude de sinal

0,274

0,137

Tempo

Fig 6.10 — Registo gréfico de uma curva de calibragdo de isoniazida referida na Figura 6.9, obtida

com um tempo de amostragem de 4 s e solugdes padrdo com concentragdes até 1,37 ug mL™.
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6.3.2.Estudo de interferéncias

Uma vez que a metodologia desenvolvida seria empregue na determinagao de
isoniazida em preparagbes farmacéuticas, e visto que estas apresentam na sua
composi¢do um conjunto extremamente alargado de compostos, os quais sao usados
como excipientes para os mais diversos objectivos, assumia grande importancia o estudo
do efeito interferente destes compostos. Além dos excipientes, foi também estudado o
efeito interferente de outros farmacos que s&o utilizados numa terapia de combinagao com
a isoniazida, como sejam a pirazinamida e a rifampicina, e que como tal, surgem em
algumas preparagdes farmacéuticas deste farmaco.

Este estudo foi efectuado por preparagéao de amostras contendo uma concentragao
fixa de isoniazida de 5x10® M, as quais foram dopadas com concentragdes crescentes da
espécie interferente, a razdes molares, em relagéo & isoniazida, de 1, 5, 10, 50 e 100
vezes. Estas amostras sintéticas foram depois analisadas pela metodologia desenvolvida.
Uma espécie foi considerada como néo-interferente, se a variagéo do sinal analitico, por
comparagao com o sinal obtido na auséncia do interferente, fosse, em valor absoluto,
inferior a 3%.

Os resultados obtidos e apresentados' na Tabela 6.1 demonstram que nas
condigdes de ensaio utilizadas, a maior parte dos excipientes estudados nao apresenta
efeito interferente. No entanto, com a rifampicina, ao contrario do que aconteceu com a
pirazinamida, registou-se um pronunciado efeito interferente mesmo para quantidades
minimas deste composto, 0 que impossibilita a utilizagdo da metodologia proposta para a

andlise de produtos farmacéuticos contendo ambos os farmacos.
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Tabela 6.1 — Efeito interferente de alguns compostos, normalmente utilizados como excipientes,

na metodologia desenvolvida.

Interferéncia Raz&do molar
tolerada

Sacarose 100°

Benzoato de sddio 100°

Lactose 100%

Galactose 100°

Glucose 100°
Acido citrico 5
Isopropanol 10
Pirazinamida 10

§ valor mais elevado testado.

6.3.3.Andlise de preparagdes farmacéuticas

As potencialidades e o desempenho da metodologia proposta foram avaliados na
andlise de preparagdes farmacéuticas disponiveis no mercado contendo isoniazida. Estas
preparagoes foram Hidrazida Zimaia (comprimidos doseados a 50 mg de isoniazida) e
Isoniazida 300 (comprimidos doseados a 300 mg de isoniazida). A qualidade dos
resultados obtidos foi analisada comparativamente com os fornecidos pela metodologia de
referéncia.

Para cada uma das preparagdes ensaiadas foram preparadas solugbes de amostra
apresentando distintos valores de concentragdo de isoniazida, as quais foram depois
analisadas por insergdo em duplicado no sistema de fluxo multicomutado a um tempo de
amostragem de 4 s. Comparativamente foram também efectuados ensaios com tempos de
amostragemde 1 e 2 s.

Os resultados obtidos, tanto para a metodologia desenvolvida como para a de

referéncia sdo apresentados na Tabela 6.2 e apresentam desvios relativos da metodologia
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desenvolvida em relagdo a metodologia de referéncia, expressos em percentagem, entre
-0,43 e 2,0%.

O sistema analitico revelou-se estdvel sem desvios na linha de base ou longo de
tempo. Os valores de altura de pico obtidos por insergéo repetida (n=12) de uma amostra,
a um tempo de amostragem de 4 s, apresentaram um desvio padrao relativo (RSD)
inferior, em valor absoluto, a 1,6%.

O ritmo de amostragem, para um tempo de amostragem de 4 s, foi cerca de 50

amostra por hora.

Tabela 6.2 — Resultados obtidos na determinagdo de isoniazida em produtos farmacéuticos.

Concentragao Determinada

Concentragéo Tempo de (mg/comprimido)

Amostra Declarada Amostragem Metodologia Metodologia de RD
(mg/comp.) (s) * Desenvolvida Referéncia (%)*

|soniazida 50 4 50,3 50,1 0,40
Zimaia 2 50,4 50,1 0,59

1 51,1 50,1 2,0
Isoniazida 300 4 300,4 301,7 -0,43

300 2 305,6 301,7 1,3

1 302,9 301,7 0,40

* Desvio relativo, expresso em percentagem da metodologia desenvolvida em relagéo a metodologia de

referéncia.
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6.3.4.Ensaios de dissolugdo de comprimidos contendo isoniazida

A metodologia desenvolvida foi aplicada na determinagéo de isoniazida em
ensaios de dissolugdo de comprimidos contendo este farmaco. Como forma de demonstrar
a versatiidade da multicomutagdo e as suas potencialidades no manuseamento e
processamento de amostras com objectivos analiticos, a implementagdo destes ensaios
decorreu sem que fossem introduzidas alteragdes na configuragdo da montagem de fluxo
utilizada anteriormente na determinagdo de isoniazida em comprimidos, e recorrendo as
mesmas solugdes reagentes. Mantiveram-se deste modo as dimensdes dos reactores
anteriormente referidos, assim como o caudal e as concentragdes de acido sulfurico (0,54
M) e de catido cério(IV) (2x10° M).

Uma primeira e evidente vantagem de um sistema de fluxo multicomutado em
relagdo a outros sistemas de fluxo (FIA), € o baixo volume de amostra necessario, ou
consumido, durante a andlise. Este facto é particularmente vantajoso na execugao de
ensaios de dissolugdo, uma vez que permite manter quase constante o volume do meio de
dissolugdo, sem ser necessario recircular ﬁ amostra como acontece com os sistemas FIA.

A elevada sensibilidade atingida com a rede de fluxo multicomutado com detecgao
fluorimétrica, sendo uma caracteristica desejével para a determinag@o de isoniazida em
varias matrizes, funciona no entanto como um factor de desvantagem quando se
pretendem analisar amostras com concentragdes elevadas neste farmaco, o que acontece,
por exemplo, quando se monitorizam ensaios de dissolugéo de comprimidos efectuados de
acordo com o procedimento recomendado pela Farmacopeia Portuguesa [63]. Em virtude
da impossibilidade de aplicagéo directa da metodologia desenvolvida, e uma vez que foi
decidido ndo alterar a sua configuragdo, foi necessario implementar um procedimento de
diluicdo em linha de forma a adaptar a concentragdo das amostras ao intervalo
correspondente 4 zona de resposta linear da metodologia. Uma vez que era impossivel

aumentar infinitamente o valor da dispersao através da redugéo do volume de amostragem
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(uma variavel faciimente ajustavel em fungéo do total controlo exercido sobré o tempo de
amostragem), desenvolveu-se um procedimento de diluicdo com base na amostragem de
zonas [42] e que consistia, fundamentalmente, numa estratégia de remogao de zona [43].
Um volume extremamente pequeno de amostra era inserido no sistema analitico, a um
tempo de amostragem de 1 s (correspondendo a um volume de amostragem de 16,6 puL
para um caudal de 1 mL min™'), criando uma zona de reacgdo que era dispersa e
encaminhada para dreno através do canal L (Fig 6.4), sem passar pelo detector. Apesar
de um t, de 1 s representar um volume de amostra extremamente reduzido, a detecgao
directa, sem diluigdo, de uma solugéo padrdo de isoniazida com a concentragao de 1x1 0*
M ndo se mostrou exequivel. Depois da insergdo da amostra, ao fim de um intervalo de
tempo pré-definido (tempo de re-amostragem), a porgdo mais terminal da zona de
amostra, altamente dispersa, era enviada em direcgdo ao detector. O tempo de re-
amostragem era seleccionado de modo a que a maior parte da zona de amostra,
inicialmente inserida, se encontrasse ou no interior de L3 ou ja no dreno, garantindo assim
a sua rejeicdo, e proporcionando a obtengdo de um elevado valor de diluigdo de uma
forma controlada e reprodutivel, 0 que se apresentou como uma alternativa simples e
precisa relativamente a insergéo directa de micro-volumes de amostra a t, inferiores a 1 s.
A avaliagdo do nivel de diluigdo conseguido foi efectuada por insergao de um

padrao de isoniazida 13,7 ug mL™ (1x10™ M) a tempos de re-amostragem compreendidos
entre 35 e 55 s (Fig 6.11), verificando-se que o factor de diluicao aumentava com o
aumento do tempo de re-amostragem, acompanhando o decréscimo do sinal analitico.

Verificou-se também que a intensidade de fluorescéncia de solugdes muito
concentradas, por exemplo uma solugdo de isoniazida 1,37 mg mL" (1x10% M), era
apenas mensuravel com tempos de re-amostragem superiores a 59s.

Tendo em consideragdo a dosagem dos comprimidos ensaiados, e as curvas de

calibragio obtidas, os testes de dissolugdo foram efectuados a um tempo de re-
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amostragem de 47 s para a Hidrazida Zimaia (50 mg de isoniazida por comprimido) (Fig

6.12) e de 56 s para a Isoniazida 300 (300 mg de isoniazida por comprimido).
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Fig 6.11 - Variagdo do sinal analitico e factor de diluigdo obtido com uma solugao padrdo de
isoniazida, com uma concentragdo de 13,7 ug mL’", com a utilizagao de um tempo de amostragem dels

e crescentes tempos de re-amostragem.

Os resultados obtidos (Fig 6.13) enquadraram-se dentro dos limites estabelecidos
pela Farmacopeia Portuguesa [62] e foram concordantes com os obtidos pelo método de
referéncia, com desvios médios (em percentagem de farmaco total dissolvido) de 2,4 e

3,6%, para duas as formulagdes, respectivamente.
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Fig 6.12 — Curva de calibragdo obtida com solugdes padrdo de isoniazida com concentragdes até

54,9 ug mL”’, um tempo de amostragem de 1 s e um tempo de re-amostragem de 47 s.
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Fig 6.13 — Registo grdfico obtido num ensaios de dissolugdo de comprimidos doseados a 50 mg

de isoniazida, com utilizagdo de um tempo de amostragem de 1 s e um tempo de re-amostragem de 47 s.
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6.4.Conclusodes

Os resultados obtidos confirmam que a monitorizagédo fluorimétrica do cério(lll)
formado durante a oxidagdo da isoniazida pelo cério(IlV) é uma estratégia adequada,
permitindc a implementagdo de uma metodologia simples, expedita e facilmente
automatizavel, para determinagdo de isoniazida em preparagdes farmacéuticas. Esta
ilagdo é reforgada pelo limitado efeito interferente dos compostos normalmente utilizados
como excipientes. Por outro lado, a metodologia apresenta uma elevada versatilidade,
possibilitando a andlise de um intervalo alargado de concentragbes sem necessidade de
re-configurar a montagem analitica, assim como uma sensibilidade acrescida.

A insergdo de volumes reduzidos de amostra, sequida da remogéo das zonas de
amostra mais concentradas e re-amostragem de apenas uma porgdo minima da zona mais
dispersa, revelou ser uma estratégia expedita para a obtengédo de elevados valores de
diluigdo em linha, confirmando a amostragem de zonas como um dos processos de
diluigdo mais fiaveis, sobretudo em combinagdo com um sistema de fluxo multicomutado,
em que a sua implementagéo é mais simpleé que no sistemas de fluxo convencionais.

A adaptabilidade do grau de diluigdo a concentragdo da amostra & uma
caracteristica extremamente interessante para a andlise de amostras de concentragbes
variadas, como acontece com os ensaios de dissolugdo, os quais sdo procedimentos de
rotina fundamentais e que resultam num aumento acentuado do trabalho desenvolvido ao
nivel dos laboratérios de controlo de qualidade, e que desta formam poderdo ser

executadas de forma automatica.
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CAPITULO

7

DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA
DE AMILORIDE coMm DUPLA
PARAGEM DE FLUXO

O amiloride é um diurético normalmente utilizado no tratamento da hipertensao
arterial. Neste capitulo é proposta uma metodologia analitica, a qual combina a
amostragem bindria com a utilizagao de uma dupla paragem de fluxo, para determinagéo
de amiloride em preparagdes farmacéuticas. A metodologia desenvolvida teve por base a
reaccdo entre o amiloride e a hidrazona da 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH), na
presenca de Ce(lV), com deteccdo espectrofotométrica. A intercalagdo de pequenos
segmentos de amostra e reagente, favorecendo a mistura das solugdes, possibilitou um
desenvolvimento mais rapido da reacgao, o que, em combinagdo com uma estratégia de
paragem de fluxo de forma a aumentar o tempo da reacgdo, resultou num reforgo da
sensibilidade da metodologia. A implementagdo de uma dupla paragem de fluxo permitiu a
andlise simultinea de duas amostra, evitando desta forma que a paragem de fluxo se

repercutisse negativamente no ritmo de amostragem.
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7.1.Introducgao
7.1.1.Caracterizagao do amiloride

O amiloride (cloridrato de amiloride), cloridrato de 3,5-diamino-N-
(diaminometileno)-6-cloropirazinacarboxamida (Fig 7.1), € uma substancia cristalina
amarela, pouco solivel em etanol, razoavelmente sollvel em metanol e insolivel em
cloroférmio, éter e acetona. A solubilidade em solugdo aquosa € dependente do pH, sendo
maior em pH ligeiramente dcido (5,2 mg mL™' para pH=4,8) do que em pH alcalino (0,3 mg

mL" para pH=10,0) [1]:

WH

C,I N Ico.NH.c:.NH2

HoN N NH2

Fig 7.1 — Estrutura do amiloride

O amiloride € um composto estavel em solugdo aquosa a temperatura ambiente,
sendo degradado a temperaturas mais elevadas, segundo processos degradativos
dependentes do pH [1].

Este farmaco foi sintetizado nos laboratérios da Merck, Sharp & Dohme, sendo
pela primeira vez objecto de uma publicagdo cientifica em 1966 [2], enquanto que o
primeiro estudo estrutura/actividade foi publicado em 1967 [3], ganhando rapidamente uma
enorme popularidade como agente terapéutico.

O amiloride é incompletamente absorvido no tracto gastrointestinal (50% da dose

administrada) nao se ligando significativamente as proteinas plasmaticas, e os niveis
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plasmaticos méximos sdo obtidos 3 a 4 horas apds a administragao. Nao é metabolizado

pelo figado, processando-se a sua eliminagéo fundamentalmente através do rim [1].

7.1.1.1.Actividade

O amiloride é um diurético que actua principalmente ao nivel do tubo contornado
distal. A sua acgédo é considerada como poupadora de potéssio, visto que & semelhanca
de outros diuréticos, como a espirolactona, incrementa a excregéo de sodio, reduzindo a
de potassio [1]. No entanto esta acgdo nao estd relacionada com os niveis de aldosterona,
pois ndo &, ao contrario da espirolactona, um antagonista da aldosterona. O amiloride
diminui a acgdo excretora de potadssio de outros diuréticos e pode promover uma

eliminagao colateral de sadio.
7.1.1.2.Indicagbes terapéuticas

A principal utilizagdo do amiloride é como agente poupador de potassio em
pacientes sujeitos a uma terapia com diuréticos kaliuréticos (por exemplo tiazidas como a
hidroclorotiazida), com vista a restaurar os valorés normais de potassio e/ou prevenir o
desenvolvimento de hipocalémia. Desta forma, e quase sempre combinado com a
hidroclorotiazida, é usado no tratamento da hipertensao arterial (doses entre os 1,25 e 0s 5
mg didrios), particularmente nagueles doentes onde se pode esperar uma deplecgao de
potassio e/ou magnésio. Na insuficiéncia cardiaca congestiva (dose entre os 5 e 0s 10 mg
diarios) esta indicado no tratamento do edema associado, por aumentar a excregéo renal
de sodio, cloreto e &gua, reduzindo a eliminagéo de potdssio. Consegue-se assim um
balango positivo deste catido, o que constitui um factor protector em doentes sujeitos a

uma terapia com digitalicos.
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O amiloride é também usado como substéncia dopante em actividades desportivas
[4], com dois objectivos principais: como forma de conseguir uma rapida diminuigdo do
peso corporal em desportos escalonados por categorias de peso; para dissimular a
presenga ou dificultar a detecgdo de outro agente dopante, através da diminuicéo da sua
concentragdo na urina por produgdo de um grande volume da mesma num curto espago
de tempo. Devido & utilizagdo descontrolada e ilegal deste farmaco, o amiloride foi em

1999 incluido pelo Comité Olimpico Internacional na lista de substancias proibidas [4].
7.1.2.Métodos de andlise

O amiloride pode ser determinado por titulagdo n&do-aquosa com acido percldrico,
sendo este o procedimento normalmente recomendado pelas Farmacopeias, divergindo no
entanto na forma de determinagdo do ponto de equivaléncia, que pode ser visual, como
acontece com a Farmacopeia dos Estados Unidos [5], ou potenciométrica, no caso da
Farmacopeia Portuguesa [6].

O cloridrato de amiloride apresenta uma banda de intensa absorgao na regiao da
radiagdo ultravioleta, mais precisamente dos 360 nm, atribuida ao anel pirazinico
substituido, a qual serviu de base para o desenvolvimento de inumeras metodologias
analiticas para a sua determinag@o quantitativa, quer isoladamente, quer em combinagao
com outros farmacos. Entre estas metodologias salientam-se aquelas baseadas na
espectrofotometria derivativa, utilizada na determinagdo conjunta de amiloride e
hidroclorotiazida [7-10]. Sastry et al. desenvolveram alguns métodos espectrofotométricos
para determinagdo de amiloride, baseados em reacgdes com 0 cloridrato de N,N-dimetil-p-
fenilenodiamina [11], cloramina T [11] e 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona [12], e um
método fluorimétrico directo, apés solubilizagdo do farmaco em 2-etoxietanol, com

Ae=424.5 nM e Aem=439,5 nm [13]. Outros métodos fluorimétricos incluem a determinagao
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directa, em acido acético [14], e duas metodologias propostas por Murillo-Pulgarin et al.
envolvendo duas variantes de fluorescéncia sincrona [15, 16].

A fluorescéncia foi também utilizada como técnica de detecgao em alguns métodos
de cromatografia liquida aplicados na andlise de amostra bioldgicas, como plasma [17] e
urina [18], embora na maior parte dos trabalhos apresentados seja empregue a detecgao
ultravioleta [10, 19-21], como acontece com a determinagéo de amiloride em comprimidos,
de acordo com a Farmacopeia dos Estados Unidos [22]. A cromatografia em camada fina
(TLC) foi aplicada por Zivanovic et al. [23] com quantificagdo densitométrica a 254 nm, a
HPTLC por Agekar et al. sendo a quantificagdo baseada na area do pico obtido por
varrimento densitométrico a 275 nm [24].

Outras técnicas propostas para determinagdo indirecta de amiloride sao a
espectrofotometria de absorgdo atdmica (AAS) e a espectrofotometria de emissao atémica
em plasma por corrente continua (DCP-AES). Os métodos utilizados envolvem a formagéo
de complexos insoltveis com tiocianatos de zinco e cadmio, sendo os excessos de Zn ou
Cd, que nao reagiram, determinados pelas técnicas referidas [25], ou entdo com
tiocianatos de cobalto ou manganés com determinagao do Co [26] ou Mn [27] em excesso.

No que diz respeito & determinagdo de amiloride usando sistemas de fluxo, a sua
utilizagéo é muito reduzida, havendo a destacar a implementagao de um sistema de fluxo
com detecgdo quimiluminométrica apds reacgao do amiloride com a N-bromosuccinimida

[28].
7.1.3. A paragem de fluxo como estratégia analitica
O recurso a uma estratégia de paragem de fluxo tem dois objectivos fundamentais

[29]: i) aumentar a sensibilidade da determinagdo por aumento do tempo de reacgdo, o

que tem como resultado um aumento da extensdo da reacgdo; ii) monitorizar o
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desenvolvimento da reacgao, funcionando como método cinético para obtenééo de um
resultado analitico.

De acordo com Ruzicka e Hansen [30], garantindo que o movimento de um fluxo
transportador é controlado de forma precisa, é possivel transportar uma zona de amostra
durante o tempo necessario para garantir uma mistura adequada com um reagente,
promover a sua paragem de forma a permitir que a reacgao se desenvolva, e retomar o
transporte para detecgdo. No caso, por exemplo, de uma determinagao
espectrofotomeétrica, obter-se-a um aumento da sensibilidade se a zona de amostra for
parada durante um certo tempo, para garantir um desenvolvimento de cor adequado, e
depois transportada para avaliagdo da absorvancia. Se a montagem analitica apresentar
dois reactores em paralelo, como acontece com a montagem proposta por Ruzicka e
Hansen [29] poderdo analisar-se duas amostras em simultaneo, o que duplicara a
frequéncia de amostragem. Esta montagem foi utilizada na determinagao de fosfato em
agua, a concentragdes entre 0,1 e 1 pg mL™" e mesmo controlada manualmente, fomeceu
resultados reprodutiveis.

Os mesmos autores propuseram -tambe'm sistemas de fluxo semelhantes, que
denominaram de FIA paralelo (paralle! FIA) [29], os quais eram baseados em dois ou mais
reactores, montados em paralelo e partilhando os mesmos pontos de insergdao da amostra
e de detecgao, nos quais as amostras eram “armazenadas” durante intervalos de tempo
definidos com vista a prolongar o tempo de reacgdo. Estes sistemas requeriam uma
adequada temporizagao de todas as fases do processo analitico de forma a garantir um
maximo de ritmo de amostragem, com uma elevada reprodutibilidade, e evitando a
ocorréncia de contaminagdes entre amostras. Tempos de residéncia extremamente
elevados, perspectivados em termos de horas ou mesmo dias [29], eram obtidos com o
FIA paralelo multicanal, em que varias zonas de amostra eram paradas paralelamente,
durante o intervalo de tempo desejado, num tambor rotativo contendo varios reactores. O

funcionamento deste sistema era faseado: primeiro tinha lugar a fase de amostragem, em
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que as amostras eram introduzidas sequencialmente em reactores adjacentes, depois a
fase de paragem, em que ocorria o desenvolvimento da reacgao, e finalmente a fase de
deteccdo em que se procedia a execugao da medida por transporte de todas as amostras
sequencialmente até ao detector. De forma a garantir reactores idénticos, estes eram
obtidos por perfuragdo num mesmo cilindro de Teflon, que funcionava como tambor
rotativo. Dado o limitado volume interno de cada reactor (80 pL), durante a fase de
carregamento das amostras ensaiadas (corantes) eram eliminadas os extremos das
por¢oes frontal e terminal da zona da amostra, num processo semelhante a amostragem
de zonas, permanecendo apenas no interior do reactor a porgdo mais central. O tambor de
Teflon, possuindo oito canais, era depois de carregado, retirado da montagem e
armazenado durante 6 horas, sendo depois reinstalado para detecg¢ao. Este sistema foi
objecto de grandes reservas, em virtude, nomeadamente, da sua complexidade e da sua
aplicabilidade a situagdes envolvendo reacgdo e nao apenas dispersdo de um corante,
como tinha acontecido na situagéo proposta.

A resposta a esta eventual limitagdo seria dada por Rocks et al. que em 1986 [31]
publicaram um trabalho usando um sistema com quatro canais paralelos para
determinagé@o da actividade da fosfatase acida no soro. Sendo baseada numa reacgdo
lenta, a montagem desenvolvida envolvia a actuagdo de uma vélvula equipada com um
motor passo-a-passo, controlado por computador, que permitia distribuir as amostras por
cada um dos canais onde eram armazenadas durante 5 minutos, possibilitando apesar
disso frequéncias de amostragem de 48 amostras por hora.

Uma alternativa a estes sistemas foi proposta por Krug et al. [32]. Denominada
retengao de zona (zone trapping), esta metodologia funcionava como uma variante da
técnica de amostragem de zonas [33] e envolvia a selecgdo da zona central da amostra, a
qual era removida do percurso analitico, sendo retida durante um certo intervalo de tempo
ao fim do qual voltava a ser re-introduzida no sistema. Durante a fase de retengéo a

amostra era sujeita a uma reac¢éo quimica lenta num banho termostatizado a 38 2C. Este
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sistema ndo utilizava vélvulas, mas sim um injector-comutador, e foi aplicada na
determinagdo de amdnio em aguas, a valores de concentragdo de 1 ug L™ com um ritmo
de amostragem de 90-100 amostras por hora, para um tempo de retengao de 26 s.

A execugdo de métodos cinéticos directos ou diferenciais é outro dos'objectivos
associados a utilizagdo de uma estratégia de paragem de fluxo, e sem divida a mais
divulgada. Nesta estratégia, a amostra é transportada de modo a conseguir-se o grau de
mistura desejado, com o reagente, e depois € retida no interior da célula de fluxo do
instrumento de medida, onde é monitorizado o desenvolvimento da reacgao [29]. Um
requisito fundamental para a execugao de uma medida cinética de forma reprodutivel, é o
controlo efectivo do processo de transporte e paragem da zona de amostra. Desta forma é
possivel monitorizar qualquer secgdo da zona de amostra, com diferentes graus de
dispersao, e garantir a reprodutibilidade da secgao a monitorizar. Assim sendo, o controlo
automatico através de um mecanismo temporizador ou por recurso a um microcomputador
é a estratégia privilegiada, o que explica o cada vez maior sucesso dos métodos cinéticos

em sistemas de fluxo e o grande nimero de trabalhos publicados nesta area.
7.1.4. Objectivo

A implementagdo de um sistema de fluxo possibilitando a execugdo de paragens
de fluxo, revela-se uma estratégia expedita para o desenvolvimento de metodologias
analiticas envolvendo reacgdes moderadamente lentas, contribuindo para um reforgo da
sensibilidade obtida. As possibilidades de automatizagao e a versatilidade disponibilizadas
pela multicomutagdo permitem um efectivo controlo de todo o processo analitico, desde a
rapida e eficiente homogeneizagdo amostra/reagente, passando pelo controlo preciso da
temporizagdo da paragem, até a manipulagdo simultinea de forma simplificada de duas

amostras.
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7.2.Parte Experimental
7.2.1.Reagentes e solugdes

Uma solugdo padrdao com a concentracdo de 400 mg L', foi preparada
semanalmente por dissolugdo de 40 mg de cloridrato de amiloride (Sigma-Aldrich, ref.
A7410) em agua desionizada, seguido de diluigao até 100 cm®. Esta solugdo padréo foi
conservada no frigorifico. As solugdes padrdo usadas na elaboragdo das curvas de
calibragdo, foram obtidas por diluigdo com agua desionizada.

A solugéo reagente de cério(IV), com a concentragao de 3,16x10° M, foi preparada
por dissolugéo de 0,2 g de sulfato de cério(lV) e amoénio numa solugdo de H,SO, com a
concentragdo de 0,36 M, seguido de diluicao até 100 cm?® com a mesma solugéo de acido
sulfurico.

A solugdo reagente da hidrazona da 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH) (Sigma-
Aldrich, ref. M8006), com a concentragéo de 1,85x1 0 M foi preparada por dissolugdo e

diluigao até 100 cm?®, com &agua desionizada, de 0,04 g de MBTH.
7.2.2.Equipamento

A montagem de fluxo multicomutado foi concebida tendo como detector, para
medigdo da absorvéncia das solugdes a 545 nm, um espectrofotdmetro da marca Jenway,
modelo 6100, equipado com uma célula de fluxo com um volume 6ptico de 18 pl.

A montagem de fluxo consistia num conjunto de 5 valvulas solendides, sendo trés
de canal unico (vélvulas de abertura/fecho, normalmente fechadas) NResearch, modelo
161 TO11, e duas de trés vias (duas entradas e uma saida) NResearch, modelo 161 TO31.
A ligagdo entre as vdlvulas e o sistema de aspiragdo, para transporte das solugdes, era

efectuada por tubagens e reactores fabricados em Teflon, com um diametro intemo de 0,8
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mm. Os ligadores, terminais e pontos de confluéncia, usados na montagem de fluxo, eram
idénticos aos referidos nos trabalhos anteriores.

A propulsdo das solugbes, por aspiragdo, foi efectuada com o auxilio de uma
bomba de pistdao Crison Micro BU 2031, equipada com uma seringa em vidro com uma
capacidade de 5 mL.

As titulagbes em meio nao-aquoso com dcido perclérico utilizadas como
metodologia de referéncia para determinagdo de amiloride em comprimidos, foram
executadas com o titulador automatico cujos componentes foram referido anteriormente

(Capitulo 2).

7.2.3. Montagem de fluxo multicomutado

A montagem de fluxo multicomutado foi concebida de forma a proporcionar duas
zonas de reacgdo independentes, que poderiam ter ou ndo caracteristicas semelhantes,
nomeadamente em termos de comprimento e volume interno. A inser¢do de cada um
reagentes foi atribuida a uma valvula diferente, existindo portanto um ponto de confluéncia
de todas as solugdes.

Assim sendo, o diagrama da montagem (Fig 7.2) incluia 5 vélvulas solendides: 3
destas valvulas (V;, Vo e Vi) eram vélvulas de canal Unico (normalmente fechadas)
enquanto que as outras duas eram valvulas de trés vias (duas entradas/uma saida). V, era
responsavel pela introdugdo da amostra no sistema analitico, enquanto que V; e V3 tinham
a seu cargo a insergdo da solugdo reagente de cério(lV), usada como solugédo
transportadora, € a solugdo reagente de MBTH, respectivamente. V, e Vs estavam
colocadas apés o ponto de confluéncia (C), precedendo o detector, e tinham como fungao
direccionar o fluxo, tanto através de L, como de L,. Em virtude dos objectivos que
presidiram a este trabalho, e que serdo discutidos mais adiante, aos reactores L; e Lz

foram atribuidas idénticas caracteristicas.
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Fig 7.2 — Diagrama da montagem de fluxo multicomutado, com dupla paragem de fluxo, para
determinagdo de cloridrato de amiloride: Vi, V2 e Vi — vélvulas solendides de canal unico (normalmente
fechadas); Vs e Vs - vdlvulas solendides de trés vias (duas entradas/uma saida): a linha continua no
eéquema da vélvula corresponde & posigdo 1 e a linha tracejada a posi¢do 2; A - amostra; R1 — solugdo de
cério (IV); Rz — solugdo de MBTH; L1 e Lz — reactores enrolados, 0,5 m de comprimento; D - detector;

B - bomba de pistdo; C - ponto de confluéncia; Q — caudal, 0,5 mL min’".

Numa primeira fase, a valvula V. era colocada na posigao de aberta e a solugdo
reagente de cério(lV) era aspirada através de L, (com V, e V5 colocadas na posigao 1) em
direcgdo ao detector. A insergdo da amostra era efectuada por amostragem binaria,
através da intercalagdo de pequenas aliquotas da amostra com pequenas aliquotas da
solugdo reagente de MBTH. Esta intercalagéo era realizada por accionamento altemado
de V; (amostra) e V3 (MBTH) entre as posigdes de aberta/fechada, permanecendo cada
valvula em cada uma déstas posigoes durante um tempo pré-definido. O tempo de
permanéncia de V; na posi¢cdo de aberta, em conjunto com o numero de ciclos da
sequéncia de intercalagdo, estabelecia o tempo total de amostragem (valor também pré-

definido), o qual por sua vez em conjunto com o caudal, estabelecia o volume total de
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amostragem. Apds a introdugdo da amostra, V;, (que tinha permanecido na posigdo de
fechada) era aberta enquanto que V, e V3 eram fechadas, V4 e Vs eram colocadas na
posi¢c@o 1 e a zona de amostra era transportada através de L,, por intermédio da solugao
reagente de cério(lV). O transporte da amostra no interior de L; decorria durante um
intervalo de tempo previamente definido, o qual era suficientemente longo para
acondicionar toda a zona de amostra em L, (apds V,4), mas nao excessivo para evitar que
a porgao frontal da zona de amostra ultrapassasse Vs. Apds o escoamento do tempo de
transporte, V4 e Vs eram colocadas na posi¢do 2, a zona de amostra era detida no interior
de L, e a solugéo transportadora fluia entdo através de L,. Nesta fase ocorria a insergao
de uma nova amostra, através da reprodugao de_z sequéncia de intercalagao previamente
utilizada, a qual eram entdo conduzida e detida no interior de L,.

Apds o desenvolvimento da reacgédo, durante o intervalo de paragem de fluxo
seleccionado, V4 e Vs eram colocadas de novo na posigdo 1, era novamente retomado o
fluxo através de L, e a zona de amostra no seu interior era dirigida para o detector. A
segunda amostra, no interior de L;, era sujeita a um procedimento similar, por colocagao
de V, e V5 novamente na posigao 2. |

A curva analitica de calibragdo era obtida por insergdo de um conjunto de padrdes
utilizando as mesmas varidveis usadas para a amostra, nomeadamente no que diz
respeito ao tempo de amostragem, tempo de transporte e tempo de paragem de fluxo.

As solugdes foram propulsionadas por aspiragéo, a um caudal de 0,5 mL min™.
7.2.4.Método de referéncia

Em virtude de em Portugal ndo serem comercializadas preparagdes farmacéuticas
contendo exclusivamente cloridrato de amiloride, as preparagdes farmacéuticas analisadas
pela metodologia desenvolvida continham também hidroclorotiazida (um diurético tiazidico

com actividade anti-hipertensora): Chibrético, Moduretic e Diurene 50, preparagbes
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farmacéuticas na forma de comprimidos doseados a 5,0 mg de cloridrato de amiloride e 50
mg de hidroclorotiazida, por comprimido, e Diurene 25, comprimidos doseados a 2,5 mg de
cloridrato de amiloride e 25,0 mg de hidroclorotiazida. As solugdes das formulagdes
farmacéuticas usadas como amostra, foram preparadas por pesagem e pulverizagéo de 20
comprimidos de cada uma das formulagbes analisadas, sendo depois tomadas
quantidades adequadas de pd, as quais foram dissolvidas e diluidas até 50 cm®, com agua
desionizada. As solugdes de amostra foram filtradas previamente a analise.

A determinagdo de cloridrato de amiloride no farmaco sdlido foi efectuada de
acordo com a Farmacopeia dos Estados Unidos [5] por titulagdo nédo-aquosa em acido
acético glacial, tendo sido utilizado como titulante o &cido perclérico e como indicador o
cristal violeta.

A determinagéo de cloridrato de amiloride em comprimidos foi efectuada de acordo
com o método recomendado pela Farmacopeia dos Estados Unidos [22]. Este método
consistiu na determinag@o por HPLC numa coluna C1g com detecgéo espectrofotométrica a
286 nm, e é idéntico ao recomendado para os comprimidos que contém conjuntamente
cloridrato de amiloride e hidroclorotiazida [34], o que estava de acordo com a composi¢ao

dos comprimidos ensaiados, que incluia ambos os farmacos.

7.3.Resultados e sua discussao

A execugdo de uma reacgdo quimica no interior de um sistema de fluxo, tendo
como resultado a obtengdo de um sinal analitico, é condicionada por dois requisitos
fundamentais: a ocorréncia de uma mistura entre solugdo de amostra e solugdes
reagentes, e o assegurar de um tempo de residéncia ou de reacgao, suficientemente
elevado para permitir a obtengdo do produto de reacgdo desejado em quantidades
detectaveis, a que corresponderia um sinal analitico mensuravel. Em processos analiticos

envolvendo reacgdes quimicas de desenvolvimento lento, requerendo portanto tempos
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superiores de reacgéo para a obtengao de sinais com a magnitude apropriada, o tempo de
residéncia podera ser aumentado quer através do recurso a reactores mais comprimidos,
quer através da utilizagdo de caudais inferiores ou mesmo por paragem do fluxo durante
um intervalo de tempo definido, ao fim do qual seria retomado com vista a execugao da
medida. Tendo em consideragdo que a dispersdao da zona de amostra é praticamente
inexistente em situagdes de paragem de fluxo [29], o recurso a esta estratégia, com o
objectivo de aumentar a sensibilidade de uma determinada reacgdo quimica, obrigaria a
que a mistura entre a amostra e o reagente tivesse ja ocorrido, numa extens&o apropriada,
aquando da paragem do fluxo. S6 assim seria possivel garantir que um acréscimo de
tempo de reacgao resultaria num factor de promogéo do desenvolvimento da dita reacgao.
Por outro lado, e uma vez que a dispersdo aumenta com o aumento do reactor e portanto
com o percurso percorrido pela zona de amostra, a obtengdo de uma mistura eficiente,
considerada em termos de homogeneizagdo amostra/reagente, o mais rapido possivel, ou
dito de outra forma, na mais curta distancia possivel, resultaria numa diminuicdo da

dispersao e por isso num reforgo da sensibilidade.

7.3.1. Optimizagao da montagem de fluxo

O desenvolvimento de uma metodologia de fluxo para determinagdo de amiloride
por reacgdo com o MBTH na presenca de cério(lV), teve por base a implementagéo de
uma montagem multicomutada de canal unico. Esta montagem, de grande simplicidade,
permitiu por em evidéncia uma vantagem da multicomutagédo em relagéo aos sistemas FIA
convencionais: a possibilidade de misturar mais do que um reagente num mesmo canal,
evitando a utilizagdo de multicanais e vérios pontos de confluéncia, 0 que possibilitava a
redugdo da disperséo, simplificando o processo de propulsdo das solugdes e o desenho da

montagem, ao mesmo tempo que permitia uma redugéo no consumo de reagentes.
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Numa primeira fase a amostra era misturada com o MBTH, dando origem a uma
primeira zona de reacgdo, a qual era em seguida misturada com a solugdo de Ce(lV)
criando uma segunda zona de reacgdo que era entdo encaminhada para o detector. Uma
vez que a solugdo de cério(IV) foi a escolhida para solugao transportadora, a forma como
se processaria a mistura ao nivel da segunda zona de reacgéo estaria dependente do grau
de homogeneizagdo e portanto da eficiéncia da mistura MBTH/amostra que ocorria na
primeira fase. Com vista a assegurar um rapido desenvolvimento da reacgdo esta primeira
mistura deveria ser extensa e obtida quase instantaneamente. A insergédo de um segmento
Gnico de amostra entre dois trogos de MBTH comprometeria o desenvolvimento da
reacgdo visto que a coalescéncia entre as duas solugGes estaria muito limitada, o mesmo
acontecendo portanto ao numero de moléculas de MBTH em contacto com moléculas de
amiloride. No entanto, se aliquotas extremamente pequenas da solugdo de amostra
fossem intercalados com aliquotas extremamente pequenas da solugdo reagente, obter-
se-ia uma sequéncia continua de interfaces de baixa disperséo entre as duas solugoes, as
quais favoreceriam a obtengdo de um elevado grau de homogeneizagdo, promovendo o
desenvolvimento da reacgdo. O controlo do processo de intercalagdo, permitindo a
seleccdo do numero de ciclos de intercalagdo, do volume mais adequado para as
aliquotas, assim como da relagdo entre o volume de amiloride e o volume de MBTH,
proporciona uma quase imediata homogeneizagéo da zona de reacgéo, a qual se dispersa
depois de forma mais conveniente na solugéo reagente de cério(lV) durante a segunda
etapa da reacgdo. Por este motivo, foi possivel reduzir acentuadamente o comprimento do
reactor, e portanto do percurso percorrido pela amostra antes da paragem do fluxo, o que
resultou numa atenuagdo da diluigo com um concomitante incremento da sensibilidade,
sem que com isso fosse comprometida a reprodutibilidade da determinagao.

A avaliagdo da influéncia da configuragdo de intercalagdo amiloride/MBTH no
desenvolvimento da reacgdo, foi efectuada por intermédio do ensaio de diferentes

combinagdes entre nimero de ciclos de intercalagéo/tempo de intercalagdo (t), agrupados
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de forma a manter constante o tempo global de amostragem (considerado como o produto
do numero de ciclos pelo tempo de intercalagao). Assim sendo, um tempo global de
amostragem de 8 segundos foi ensaiado com diferentes sequéncias de intercalagdo entre
uma solugéo de amiloride 10 ug mL™" e uma solugéo de MBTH 1,85x10® M, sendo o tempo
de intercalagao idéntico para ambas as solugbes. Estas sequéncias consistiram numa
sequéncia de 8 ciclos consecutivos a um t;de 1 s, uma outra de 4 ciclos a um t de 2 s,
uma terceira de 2 ciclos a um t, de 4 s, e finalmente um unico ciclo a um t, de 8 s. Dado
que para um dado tempo de amostragem o volume amostrado é dependente do caudal da
solugdo, este foi mantido constante a um valor de 0,5 mL min™'. Em fungao do valor destas
variaveis resultou que, independentemente da configuragdo da sequéncia de intercalagao
utilizada, para um tempo de amostragem de 8 s o volume de amostra introduzido no
sistema analitico era de 67 uL. Os resultados obtidos (Fig 7.3) permitiram verificar que o
sinal analitico aumentava com o tempo de amostragem, quase duplicando quando a
sequéncia de intercalagéo variava de um unico ciclo a um t,de 8 s para 8 ciclos a um t; de
1 s, confirmando que a utilizagdo de tempos de intercalagdo mais baixos, o que
representava volumes de intercalagdo mais pequenos, favorecia a homogeneizagao da
zona de reacgao e por conseguinte o desenvolvimento da reacgdo.

Uma primeira aproximagao, com o objectivo de aumentar o tempo de reacgao,
consistiu na utilizagao de reactores de maior comprimento. Verificou-se no entanto que
para baixos volumes de amostragem, o beneficio conseguido com o incremento do tempo
de residéncia era contrabalangado pela superior dispersdao da zona de amostra (Fig 7.3).
Este facto apelava a utilizagdo de maiores volumes de amostra, 0s quais requeriam por
isso superiores tempos de amostragem e, como tal, um nimero acrescido de ciclos de
intercalagéo.

A influéncia do volume de amostra, em termos de sinal analitico, foi avaliada por
intermédio da execucgao de repetidas intercalagées, a um numero crescente de ciclos de

intercalagéo, de aliquotas de uma solugé@o de amiloride 10 ug mL™" e de aliquotas de uma
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solugao de MBTH 1,85x10° M, sendo depois a zona de amostra transportada para
detecgdo através de uma solugdo de cério(lV) 3,16x10° M. O tempo de intercalagdo
utilizada foi de 1 s. Em fungdo da marcada dependéncia do sinal analitico face ao tempo
de reacgdo, foram avaliados reactores de diferentes comprimentos, enquanto o caudal foi
fixado a um valor de 0,5 mL min"', proporcionando o ensaio de distintos tempos de
residéncia.

Os resultados obtidos (Fig 7.3) demonstraram que, para um reactor com um
comprimento de 50 cm, o sinal analitico aumentava com o numero de repetigdes (e deste
modo com o volume de amostra) até que a sequéncia de intercalagéo era constituida por 8
ciclos, valor acima do qual surgia uma tendéncia para a estabilizagao do sinal.

Este numero de ciclos correspondia a um tempo total de amostragem de 8 s e a
um volume global de amostra de 67 uL. A zona de reacgéo, se forem considerados como
aditivos os volumes das solugdes de amiloride e de MBTH, apresentaria entdo um valor de
134 pL. Como que confirmando a ocorréncia de uma superior diluigdo, para um reactor
com um comprimento de 100 cm, o maximo de sinal foi obtido com um tempo de
amostragem de 10 s (correspondendo a 83 L), enquanto que para reactores de 200 e 400
cm, seria obtido com tempos de amostragem de 16 s (134 ulL) e 24 s (200 plL),
respectivamente. Em qualquer dos casos, o acréscimo de tempo de reacgéo obtido com o
reactor de 400 cm proporcionou, em comparagdo com o reactor de 50 cm, a
quadruplicagéo do sinal. Em contrapartida, verificou-se um acréscimo de idéntica ordem no
tempo necessério para a execugado da analise, com o concomitante impacto negativo em

termos de ritmo de amostragem.
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Fig 7.3 — Influéncia do tempo de amostragem na amplitude do sinal analitico, para reactores com

distintos comprimentos: ® - 50-crm; O - 100-crm; A - 200-¢m; + - 400-cm.

Em fungdo destes resultados foi seleccionada e experimentada uma outra
estratégia, a qual consistia no aumento do sinal analitico por paragem do fluxo durante um
determinado intervalo de tempo, antecedendo a detecgdo. Aparentemente, esta variante
apresentaria evidentes vantagens, onde se incluia uma versatilidade reforcada pela
possibilidade de selecgdo de diferentes tempos de paragem, permitindo disponibilizar uma
gama alargada de tempos de reacgdo. Por outro lado, seria possivel reduzir
acentuadamente o comprimento do reactor, visto que a homogeneizagao
amostra/reagente estava assegurada a priori pela amostragem binaria, o que permitia a
redugdo do consumo de amostra e reagentes, especialmente no que conceme a solugao
transportadora.

Os resultados obtidos confirmaram as potencialidades da paragem de fluxo. De
facto, foi verificado que a insergdo a um tempo de amostragem de 8 s, de uma solugéo de

amiloride 10 pg mL", produzia sinais analiticos exibindo crescente magnitude a medida
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que a zona de amostra era sujeita a crescentes periodos de paragem (Fig 7.4). Assim,
com este tempo de amostragem, em conjunto com um intervalo de paragem de120sea
utilizagdo de um reactor com 50 cm de comprimento obtinha-se um sinal semelhante ao
obtido em modo continuo, portanto sem paragem de fluxo, com a insergéo de um volume
de amostra duplo (16 s de tempo de amostragem) em conjunto com um reactor de 200 cm.
Apesar de comparaveis em termos de sinal e tempo de reacgao, 0 modo com paragem de

fluxo exibiu evidentes vantagens em termos de economia de reagentes e de amostra.

Amplitude de sinal (cm)

o T T T
o 100 200 300 400

Tempo de paragem (s)

Fig 7.4 — Intensificagdo do sinal analitico obtido por recurso a crescentes tempos de paragem de

fluxo, para reactores com distintos comprimentos: @ - 50 cm, O -100cm.

Para intervalos de paragem inferiores a 150 s os sinais analiticos fornecidos pela
montagem com um reactor de 50 cm eram inferiores aos obtidos com um reactor de 100
cm, revelando que a coalescéncia da amostra com os reagentes, antecedendo a paragem
do fluxo, era menos extensa no caso do reactor mais curto, em concordancia com a menor

distancia percorrida pela zona de amostra.
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Contudo, acima dos 150 s o reactor de 50 cm apresentava um desempenho
superior, devido ao facto de o acréscimo no tempo de paragem favorecer o
desenvolvimento da reacgdo, permitindo desta forma contrabalangar a maior dilvigao da
zona de amostra que estava inerente & utilizagéo do reactor mais comprido. Em fungdo da
similaridade de resultados e do menor tempo requerido para a execugdo da andlise, 0
reactor de 50 cm foi o seleccionado para os ensaios posteriores, em detrimento do reactor
de 100 cm, assim como um tempo de amostragem de 120 s. Esta escolha pretendeu
estabelecer um compromisso entre sensibilidade e ritmo de amostragem. A confluéncia,
utilizada como ponto de convergéncia de todas as solugdes (Fig 7.2), foi colocada o mais
préximo possivel da valvula V4 de modo a prevenir a contaminagac entre amostras e a
possibilitar que a lavagem do canal de transporte fosse efectuada o mais rapido possivel
antes da introdugao de uma nova amostra.

A avaliagdo da dependéncia da magnitude do sinal analitico face a concentragédo
de MBTH foi efectuada através do ensaios de solugbes deste composto com
concentragdes compreendidas entre 0,01% e 0,08% (m/V) (4,64x10™ e 3,71x1 0? M). Os
resultados obtidos (Fig 7.5) permitiram verificar que o sinal aumentava de forma
pronunciada até uma concentragao de MBTH de 0,04% (1,85x10™ M), valor acima do qual
apresentava uma tendéncia de estabilizagao.

Foi também efectuada uma experiéncia comparativa, usando os mesmo
parametros analiticos mas em modo continuo, ou seja, sem paragem de fluxo. Os
resultados obtidos nestas circunstancias (Fig 7.6) apresentam caracteristicas semelhantes
aos anteriores, com um aumento da absorvancia em fungdo do aumento da concentragao
de MBTH, embora de forma néo tdo pronunciada como no caso da paragem de fluxo, e

sem que apresente uma tendéncia tdo acentuada para a estabilizagao do sinal.
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Amplitude de sinal {cm)
[ ]
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Concentra¢do de MBTH (%)

Fig 7.5 — Influéncia da concentragdo de MBTH na magnitude do sinal analitico, com paragem de

fluxo.

Amplitude de sinal (cm)

o T v T T
0,00 0,02 0,04 0,06 008 0,10

Concentragéo de MBTH (%)

Fig 7.6 — Influéncia da concentragdo de MBTH na magnitude do sinal analitico, em modo

continuo.
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Por outro lado, o valor da absorvancia méxima para o modo com paragem de fluxo
era quase duplo do obtido no modo continuo, confirmando que a extensdo da :;eacg:éo é.
superior, como seria de esperar em virtude do maior tempo de reacgao. Esta ilagéd é
reforcada pela andlise do perfil das duas curvas: no primeiro caso o maximo de sinal é
obtido com uma concentragdo de MBTH inferior ao segundo, e apds esse valor o sinal
tende a estabilizar; no caso do modo continuo existe um crescimento sustentado e a
tendéncia de estabilizagdo surge a uma concentragdo mais elevada. Assim, é de prever
que no modo com paragem de fluxo a reacgd@o atinja o ponto de equilibrio, o que
provavelmente ndo ocorrera na situagdo em continuo. Neste caso, e pela andlise dos
resultados, é previsivel que mesmo que aumentasse o tempo de reac¢ao, por aumento do
tamanho do reactor, dificilmente seriam obtidos resultados da mesma magnitude dos
obtidos no modo com paragem, até pelo efeito limitante do aumento da dispersao.

Experiéncias de natureza idéntica foram efectuadas para avaliar, em termos de
sinal, o efeito da concentragdo de cério(IV). Foram ensaiadas solugdes deste catiao num
intervalo de concentragdes entre 0,05 e 0,5% (m/V) (7,90x1 0* e 7,90x10° M). Observou-
se que a absorvancia aumentava com a concentragdo de cério(IV) até aos 0,2% (3,16x107
M), apresentando depois uma decréscimo (Fig 7.7).

O ensaioc em modo continuo apresentou um comportamento semelhante (Fig 7.8),
com um aumento da absorvancia (comparativamente menor) até uma concentragao de
Ce(IV) de 7,4x10° M, seguido de uma diminui¢éo ligeira. Também a semelhanga do que
aconteceu no caso do MBTH, o maximo de absorvancia foi obtido, com paragem, a
concentragdes de cério(lV) inferiores, o que permite antever uma maior extensdo da
reacgao. Este facto, inter-relacionado com um mais longo tempo de reacgdo, poderia
justificar, por um lado, o facto de o sinal maximo ser obtido com menores concentragoes
de cério(lV), e por outro lado, o decréscimo mais acentuado da absorvancia apds o valor
maximo, o que poderia ser explicado pela eventual ocorréncia de reacgbes colaterais

devido ao excesso de catiao cério(lV).
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Amplitude de sinal (cm)
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Fig 7.7 — Influéncia da concentragao de cério(IV) na magnitude do sinal analitico, com paragem

de fluxo.
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Fig 7.8 — Influéncia da concentragdo de cério(IV) na magnitude do sinal analitico, em modo

continuo.
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A fase da reacgdo em que intervém o catido Ce(lV) ocorre em meio acido, e foi
verificado que a cinética da reacgdo é dependente da concentragdo do acido. Foram
efectuados ensaios com concentragdes de H,SO, entre 0,09 e 1,22 M. Obsewéu-se que
para concentragdes de H.SO, entre 0,09 e 0,36 a absorvancia aumentava ligeiramente,
decrescendo depois, também de forma ligeira, até uma concentragéo de 0,72 M, valor a
partir do qual decrescia acentuadamente.

Quando as solugdes de amiloride e MBTH eram preparadas em agua desionizada,
sendo a solugdo de cério(lV) preparada em H,SO4 0,36 M, a diferenga entre o indice de
refracgdo da zona de amostra e da solugdo transportadora, devido fundamentalmente a
presenga do é&cido sulfurico, provocava perturbagdes na detecgdo, originando o
aparecimento de picos positivos e negativos (efeito Schiieren), & semelhanca do referido
no Capitulo 4. Os picos positivos surgiam mesmo quando a solugdo de amiloride era
substituida por 4gua desionizada, afectando de forma marcada a realizagao da andlise,
mas foram compensados, quase desaparecendo, quando a solugdo de MBTH passou a
ser preparada em acido sulfurico 0,36 M, o que permitiu compatibilizar os indices de
refracgéo e eliminar os indesejaveis gradientes.

Apés dimensionamento e optimizagdo do sistema de fluxo multicomutado
desenvolvido, foram elaboradas curvas de calibragdo as quais apresentaram uma relagao
linear entre concentragéo e altura de sinal para concentragdes de amiloride até120 pg mL"’
(Fig 7.9).

Os parametros utilizados na obtengdo destas curvas de calibragéo foram: uma
sequéncia de intercalagdo de 8 s, a um tempo de intercalagdo de 1 s para a solugao de
amostra e 1 s para a solugdo de MBTH, um caudal de 0,5 mL min~', um reactor de 50 cm e
um intervalo de paragem de fluxo de 120 s. Com estas varidveis a curva de calibragao
apresentou a seguinte equaggo, definida por regress&o linear: A = 0,7239 x C + 04744,
sendo A a amplitude de sinal, expressa em centimetros, e C a concentragao de amiloride,

expressa em pug mL"', com um coeficiente de correlagdo igual a 0,9992.

7-24



Detarminagdo espectrofotométrica de amiloride

A Figura 7.10 apresenta o registo grafico obtido na elaboragéo da referida curva de

calibragao.

Amplitude de sinal (cm)

0 r
0 50 100 150

Concentragéo dos padrées (ug mL™)

Fig 7.9 — Curva de calibragdo obtida com soluges padrdo de amiloride com concentragoes até

120 ug mL”’.

7.3.2. Estudo de interferéncias

Considerando que a metodologia desenvolvida seria aplicada na determinagéo de
amiloride em preparagdes farmacéuticas, foi estudada a extensé@o do efeito interferente de
alguns compostos frequentemente utilizados como excipientes, os quais por vezes em
concentraces superiores as do farmaco em estudo, podem participar da reacgao utilizada,
levando a obtengdo de resultados distintos dos que seriam obtidos na sua auséncia,

afectando por isso a qualidade da determinagao.
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Fig 7.10 — Registo gréfico de uma curva de calibragdo de amiloride obtida com uma sequéncia

de intercalagdo de 8 ciclos a (1 s/1 s) de amostra/MBTH e solugdes padréo até 120 g mL”.
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Amostras preparadas com uma concentragdo fixa de amiloride de 50 pug mL™,
(3,64x10™ M ) foram depois acrescentadas de quantidades crescentes dos excipientes em
estudo, os quais foram seleccionadas em fungao da sua utilizagao mais corrente ao nivel
da industria farmacéutica e também por serem os mais referenciados na literatura. Estas
amostras foram depois analisadas pela metodologia desenvolvida.

Uma espécie era considerada como néo-interferente se a variagao relativa do sinal
analitico entre a amostra contendo a espécie e a amostra na qual ela estava ausente
fosse, em valor absoluto, inferior ou igual a 3%.

Os resultados obtidos neste estudo (Tabela 7.1) demonstraram que nas condig¢des
de ensaio utilizadas, e que foram as resultan_tes da optimizagao desenvolvida, a maior
parte dos excipientes ensaiados nao apresenta efeito interferente, o0 mesmo acontecendo
com a hidroclorotiazida, farmaco que esta sempre presente nas preparagées contendo

amiloride, e sempre em concentragoes bastante superiores.

Tabela 7.1 — Efeito interferente de aiguns compostos, normalmente utilizados como

excipientes, na metodologia desenvolvida.

Interferéncia Razao molar
Tolerada
Sacarose 100%
Benzoato de sédio 100*
Lactose 100%
Galactose 1008
Glucose 100¢
Acido citrico 50
Isopropanol 100°
EDTA 10
Etanol 100°
Hidroclorotiazida Sat.}

§ Valor mais elevado testado.
* Solugdo saturada.
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O EDTA e o &cido citrico apresentam efeito interferente, embora este efeito apenas
se manifeste a concentragdes elevadas, normalmente bastante superiores as encontradas

nas formulagdes disponiveis comercialmente.
7.3.3.Anédlise de preparagdes farmacéuticas

O desempenho e as potencialidades da metodologia desenvolvida foram testadas
na determinagdo de amiloride em preparagdes farmacéuticas, sendo a qualidade dos
resultados obtidos avaliada por comparagdo com os fornecidos pela metodologia de
referéncia [22].

Foram preparadas solugdes representativas de cada uma das preparagbes
farmacéuticas analisadas, com concentragdes que se encontrassem incluidas no intervalo
de concentragdes correspondente a zona de resposta linear da metodologia, as quais
foram analisadas por insergdo, em duplicado, no sistema de fluxo.

Os resultados obtidos, tanto no que diz respeito a metodologia de referéncia como
4 metodologia proposta, sdo apresentados na Tabela 7.2. Verificou-se uma concordéancia
nos resuitados obtidos por ambas as metodologias, com desvios relativos, expressos em
percentagem, da metodologia proposta, num inten)alo de valores entre —1,19 e 2,43%. O
sistema de fluxo apresentou uma boa reprodutibilidade, sendo o desvio padrao relativo
(RSD), obtido por insergdo repetida (n=10) de uma mesma amostra, inferior a 2,2%.

O ritmo de amostragem obtido foi de 30 amostras por hora. Este ritmo de
amostragem pode contudo ser ainda melhorado, bastando para isso refinar a
temporizagdo do sistema de forma a permitir, a0 mesmo tempo e no mesmo reactor, a
insergdo de uma nova amostra em simultdneo com o transporte da amostra precedente (ja
no interior do reactor) para detecgéo.

O sistema analitico revelou uma boa estabilidade sem desvios ao nivel da linha de

base.
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Tabela 7.2 - Resultados obtidos na determinagdo de amiloride em produtos farmacéuticos.

Concentragao Concentragdo determinada (mg/comp.)
Amostra declarada Metodologia Metodologia de RD*
(mg/comp.) Desenvolvida referéncia (%)
Chibrético 5.0 4.96+0.11 4.89 1.43
Moduretic 5.0 5.01+0.11 5.05 -0.79
Diurene 50 5.0 4.99+0.11 5.05 -1.19
Diurene 25 2.5 2.53+0.06 2.47 2.43

* Desvio relativo, expresso em percentagem da metodologia desenvolvida em relagéo a metodologia

de referéncia.

7.4.Conclusodes

A metodologia automatica desenvolvida revelou ser um procedimento vantajoso
para determinagdo de cloridrato de amiloride em lpreparag:ées farmacéuticas,
apresentando um limitado efeito interferente por parte de alguns compostos vulgarmente
usados como excipientes.

O sistema de canal Unico proposto, combinando uma vertente de rapida
homogeneizagdo com um padrao de baixa dispersao, um baixo consumo de reagentes e
um procedimento de dupla paragem de fluxo faciimente automatizavel, torna-se uma
alternativa vantajosa para aplicagdo em situagbes que requerem um reforgo da
sensibilidade da determinagdo, como acontece por exemplo sempre que estejam
envolvidas reacgdes quimicas de cinética lenta, sem que com isso se comprometa o ritmo

de amostragem. A sua elevada versatilidade torna-a também extremamente atil para a
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execugdo de determinagdes cinéticas diferenciais, para a resolugao de fonnulagﬁés com
multicomponentes, para processamentos paralelos, mais lentos, da amostra, como por
exemplo, quando se requer uma etapa de aquecimento.

Numa perspectiva mais ampla de aplicagdo, a metodologia proposta pode ser
também usada com vantagem como um sistema de paragem de fluxo convencional [29],
para a execugdo de determinagdes baseadas em métodos cinéticos, através da inclusao
do detector em qualquer um dos dois reactores L; e L,. Desta forma, a zona de amostra
poderia ser parada e monitorizada no detector, enquanto que o outro reactor seria usado

para lavagem e substituigdo da amostra néo afectando o ritmo de amostragem.
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CAPITULO

8 :

CONCLUSOES FINAIS

Neste capitulo é feita uma avaliagéo geral do trabalho desenvolvido, em fungéo

dos objectivos iniciais e dos resultados obtidos, e séo apresentadas as conclusdes finais.
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Ocupando as metodologias autométicas um papel cada vez mais importante na
execucgdo de tarefas analiticas, a0 mesmo tempo que as técnicas de fluxo se assumem
como ferramentas preponderantes para o seu desenvolvimento e implementacéo,
pretendeu-se com este trabalho desenvolver metodologias analiticas automaticas
baseadas em sistemas de fluxo multicomutado as quais confirmassem as enormes
potencialidades atribuidas & multicomutagao.

Sendo a multicomutagdo uma técnica relativamente recente, por isso com um
nimero de aplicagdes e referéncias bibliograficas ainda bastante limitado em que existe
uma predominancia da andlise de espécies inorgénicas para controlo ambiental, outro dos
objectivos deste trabalho foi estender a aplicagéo de sistemas de fluxo multicomutado a
andlise de produtos de interesse farmacéutico, drea onde poderdo afirmar-se como
alternativas vantajosas aos procedimentos ja utilizados.

O trabalho desenvolvido no 4mbito desta dissertagdo permitiu reforgar a ideia de
grande versatilidade associada aos sistemas de fluxo multicomutado, nomeadamente
através da implementagdo de sistemas analiticos em que as soluges de amostra e
reagentes podem ser orientadas em diferentes direcgdes, através de percursos bem
definidos, o que lhes confere amplas possibilidades de manipulagéo da zona de amostra,
em especial no que diz respeito a adigao dos reagentes e a execugdo da medida do sinal
analitico.

Sistemas com estas caracteristicas podem ser aplicados na andlise de diferentes
espécies e de distintos tipos de amostra, com base em reacgbes diversas e envolvendo
uma gama alargada de intervengdes sobre a zona de amostra, sem que para isso seja
necessario alterar a configuragio do sistema analitico, bastando apenas alterar a
temporizagdo das valvulas que o compdem. Esta funcionalidade acrescida dos sistemas
de fluxo multicomutado, que pode ser estendida & SIA, constitui uma vantagem importante
relativamente aos sistemas FIA, os quais, de uma forma geral, sdo concebidos para

aplicagdes especificas.
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Os sistemas de fluxo multicomutado proporcionam igualmente um controlo efectivo
e versatil sobre o processo de insergdo da amostra, dado que a utilizagdo de uma
amostragem com base de tempo, & semelhanga do que acontece com a SIA, permite a
insergdo reprodutivel de aliquotas de amostra com volumes variaveis, possibilitando a
manipulagdo da dispersdo em fungéo do volume amostrado. Desta forma é possivel a
obtengdo de diferentes valores de diluigdo, os quais podem ser adaptados a concentragao
da amostra sem necessidade de introduzir alteragdes na configuragdo da montagem de
fluxo. Permitem também ampliar a gama de concentragdes determinavel, 0 que se revela
vantajoso sempre que a andlise envolva amostras com grande variabilidade de
concentragao.

Foi também verificado que a amostragem binaria, baseada na intercalagao de
pequenas aliquotas de amostra e reagente, permite uma mistura mais eficiente das
solugdes, o que resulta numa mais rapida homogeneizagdo da zona de reacgao
favorecendo o seu desenvolvimento. Desta forma obtém-se um aumento do tempo de
reacgdo, e em consonancia da sua extenséo, possibilitando a utilizagdo de reactores de
menores dimensdes, o0 que resulta numa redugéo do valor da dispersao.

A versatilidade de direccionamento de fluxo permitida pela muiticomutagdo
possibilitou a implementagdo de sistemas analiticos automaticos em que é possivel
recorrer a uma estratégia de paragem de fluxo, de forma simples e sem repercussao no
ritmo de amostragem, de modo a aumentar o tempo de reacgéo, incrementando a
sensibilidade da determinag&o.

A implementagio de um sistema de fluxo multicomutado com uma configuragao
circular demonstrou ser uma estratégia vantajosa para a recirculagdo da zona de amostra,
funcionando como se de um reactor de comprimento varidvel se tratasse, o qual era auto-
ajustavel, no que diz respeito ao nimero de ciclos, em fungéo da concentragao da amostra
e da evolugdo do sinal analitico. Esta estratégia demonstrou ser efectiva no aumento da

dispersio e deste modo do nivel de diluico da amostra, ao mesmo tempo que
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proporciona uma ampla variedade de valores de diluicio e a compatibilizagdo entre a
concentragdo da amostra e o intervalo de concentragoes passiveis de determinagéao,
através da adequagéo do grau de diluigdo a que a amostra devera ser submetida.

Ao mesmo tempo, a remogdo selectiva de zonas da amostra, nas suas secgoes
frontal e terminal, contribui para aumentar a eficiéncia do processo de diluigdo,
proporcionando  simuitaneamente uma renovagdo constante das duas interfaces
amostra/reagente, o que permitiu aumentar a extensdo da reacg@o. Esta remogao de
zonas de amostra, que consiste fundamentalmente num processo de amostragem de
zonas, confirmou ser um estratégia expedita para a obtengdo de elevados valores de
diluigao no interior do sistema, possibilitando a sua aplicagéo em situagdes que envolvem
a andlise de amostras numa ampla gama de concentragdes, como acontece, por exemplo,
durante a realizagdo de ensaios de dissolugdo de formulagdes farmacéuticas.

A posicdo do detector no sistema de fluxo multicomutado circular permite a
realizagdo de multidetecgdes da mesma zona de amostra, 0 que proporciona um
manancial acrescido de informagdo e confere ao sistema um elevado potencial para
implementagdo de determinactes analt’tfcas baseadas, por exemplo, em métodos
cinéticos.

A estratégia desenvolvida para compensagéo do efeito Schlieren, com base na
utilizagdo de uma solugdo transportadora produzida em linha, com um perfil de
concentragdes semelhante ao da zona de amostra, evitando assim a formagéo de
gradientes de concentragdo, demonstrou ser uma solugéo vantajosa, simples e versatil.
Esta estratégia permite manter a integridade da amostra e é passivel de aplicagéo a
qualquer reacgdo, uma vez que qualquer sequéncia de intercalagéo da zona de amostra
pode ser reproduzida aquando da preparagéo da solugéo de transporte.

A execugio de reacgdes fotoquimicas no sistema de fluxo demonstrou possuir um
elevado potencial analitico, uma vez que a luz, que pode ser considerada como que um

reagente ideal, pela sua facilidade de utilizagdo, conveniéncia, flexibilidade e baixo custo,
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permite promover ou intensificar algumas caracteristicas da espécie em andlise,
nomeadamente as suas propriedades cromdéforas ou fluoréforas, favorecendo a sua
detecgdo. A sua implementagcdo num sistema de fluxo multicomutado resultou numa
metodologia simples, facilmente automatizavel e com elevada eficiéncia analitica. Estas
caracteristicas, aliadas as elevadas sensibilidade e selectividade da detecgao fluorimétrica,
perspectivam que esta estratégia combinada possa ser utilizada com vantagem em
situagoes semelhantes, com especial reaice na anélise de produtos farmacéuticos.

A metodologia desenvolvida para determinagdo de isoniazida em produtos
farmacéuticos, com base na monitorizagao fluorimétrica do cério(lll) formado durante a
oxidagao da isoniazida pelo cério(lV), demonstrou ser uma metodologia simples e
expedita, que podera ser aplicada com vantagem na andlise de outros produtos
farmacéuticos com propriedades redutoras e que ndo apresentem fluorescéncia nativa.
Poder-se-a assim tirar proveito do potencial analitico da detecgdo fluorimétrica,
nomeadamente no que diz respeito a sua sensibilidade.

As metodologias desenvolvidas para determinagdo de produtos de interesse
farmacéutico demonstraram ser altemétivas vantajosas comparativamente com as
metodologias normalmente propostas e recomendadas pelas diferentes Farmacopeias, as
quais sdo geralmente laboriosas e demoradas, como no caso da determinagédo de acido
folico, a qual requer a utilizagdo de inumeros reagentes e vdrias manipulagdes, 0 que
resulta num tempo de andlise por amostra de cerca de 40 min. Outras envolvem a
utilizagdo de reagentes de dificii manuseamento, como é por exemplo o caso das
anidrovolumetrias, ou entéo equipamento dispendioso, como no caso das metodologias de
referéncia que recorrem ao HPLC. Pelo contrario as metodologias propostas, sendo de
simples operagao, demonstraram ser relativamente rdpidas, selectivas e sensiveis e
confirmaram que a multicomutagdo é uma técnica de fluxo que pode ser utilizada com
vantagem na implementagdo de metodologias analiticas automaticas, simples, éle baixo

custo, versateis e eficientes.
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