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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento analitico empregando o processo de
multicomutacdo para determinacdo de &cido acetilsalicilico em comprimidos. O procedimento
se baseia na reacdo de Trinder, onde o acido salicilico, proveniente da hidrolise alcalina do
acido acetilsalicilico, reage com ifons Fe®*", formando um complexo de cor plrpura,
monitorado espectrofotometricamente em 525nm. O sistema de multicomutagéo desenvolvido
empregou 3 valvulas solendides de trés vias para controlar a manipulagdo das solugdes, uma
bomba peristaltica para a propulsdo dos fluidos, e um detector espectrofotométrico que opera
na regido do visivel. Na otimizacdo do sistema proposto fizeram-se o estudo da solucdo
transportadora, vazdo, reator, numero de ciclos, concentracdo do reagente Trinder, tempo de
acionamento das valvulas solendides que apresentaram os respectivos valores 6timos: HNOs
como solucdo transportadora, 3,5 mL.min%, 80cm, 12 ciclos, 10 g.L™?, 0,1 s para a valvula de
insercdo reagente e 0,5 s para a valvula de insercdo da amostra. O sistema apresentou uma
faixa de reposta linear entre 25-100 mg.L* de AAS (R=0,999), com RSD de 0,91% (n =4),
frequéncia de amostragem de 72 determinacGes por hora com um limite de deteccdo de 0,57
mg L' e limite de quantificacdo de 1,89 mg L™*. Os resultados obtidos com teste de
recuperacao variaram entre 97 e 99%. Na comparacdo de metodos, o teste t de Student ndo
apresentou diferenca significativa, uma vez que o tca = 0,91 foi menor que o tw1 =2,78 ao nivel

de confianca de 95%.

Palavras-chave: Acido acetilsalicilico, Anélises em fluxo, Multicomutac&o.
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ABSTRACT

In this work was developed an analytical procedure employing multicommutation for the
determination of acetylsalicylic acid in tablet. The procedure is based on the Trinder reation,
wherein the salicylic acid from the hydrolysis of acetylsalicylic acid is reacted of iron (I11),
forming a purple complex, monitored spectrophotometrically at 525nm. The
multicommutation developed system employed three solenoid valves for solution
management and a peristaltic pump for the fluid propulsion, and spectrophotometric detection
working in the visible range. The optimization of the proposed system have been made to
study the carrier solution, flow rate, reactor, numbers of cycle, Trinder reagent concentration,
studies of opening time of solenoid valves that opitmal values respectively. HNO3 as carrier
solution, 3.5 ml. min?, 80cm , 12 cycles, 10 g.L™?, 0.1 s for the valve insert reagent and 0.5
s for the insertion of the sample valve.The system provided linear response: range between
25-100 mg.L? of AAS (R =0.999 ), with RSD 0.91% (n = 4 ), good sampling frequency of
72 determination per hour. detection limit (LD) of 0.57 mg.L™ and quantification limit (LQ)
of 1.89 mg.L™. The results obtained with recovery test ranged between 97 and 99%. In a
comparison of methods, the test t of Student has not presented relevant difference, once the

tea. = 0,91 were smaller than twp. = 2.78 at a 95% confidence level.

Key-words: Acetylsalicylic acid. Flow analysis. Multicommutation.
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1. INTRODUCAO

Os farmacos sdo substancias responsaveis desde o alivio de dores e ou sintomas, até a
cura de doencas crbnicas. A utilizacdo dessas substancias pela humanidade para alivio de
dores se da desde tempos imemoriais. E para esta finalidade recorria-se ao uso de plantas.
Posteriormente o répido avango dos conhecimentos fitoquimicos levou a descoberta dos
analgésicos. Desta forma, muitas substancias ativas foram conhecidas e introduzidas na
terapéutica, permanecendo até hoje como medicamentos. Um cléassico exemplo foi sintese do

acido acetilsalicilico em 1897.

O é&cido acetilsalicilico, também conhecido como AAS ou Aspirina, foi a primeira
droga sintética a ser comercializada. Esse farmaco ¢ um medicamento comum encontrado
com facilidade em todas as farmacias do mundo. E indicado como analgésico, antipirético e

anti-inflamatorio no tratamento de febres reumaticas, crises de gota e artrites reumaticas.

A determinacdo do acido acetilsalicilico em preparagdes farmacéuticas € importante
para a avaliacdo da sua qualidade. Uma vez que o0 uso constante do AAS também pode gerar
problemas de sadde, principalmente na inducéo de lesdes gastricas, M Glceras e hemorragias,

assim como acidentes de intoxica¢do com criancas, devido a acessibilidade desta droga.

Nos ultimos anos tem havido uma crescente preocupacao referente a qualidade dos
medicamentos, uma vez que a demanda por esses produtos tem aumentado. Os procedimentos
adotados em uma industria farmacéutica para o controle de qualidade desses medicamentos

sdo 0s métodos descritos pelas farmacopéias.

A maioria dos metodos se mostra pouco pratico, visto que necessitam de etapas de
pré-tratamento e extracdo da amostra, aumentando assim o custo do processo e demandam
uma grande quantidade de tempo, aléem de empregarem solventes organicos de média ou alta

toxicidade. @

Neste contexto, o trabalho aqui proposto tem como principal meta desenvolver um
sistema analitico a base de multicomutacdo em fluxo com detec¢édo espectrofotométrica para a
determinacdo de acido acetilsalicilico em comprimidos. Esta estratégia se justifica por tratar-
se de um método analitico que se encontra em concordancia com as tendéncias atuais no que
tange aspectos econémicos e analiticos, além de menor impacto ambiental, pelo baixo

consumo de amostras e reagentes, baixas geracfes de residuos associado & alta freqtiéncia de
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amostragem, alta sensibilidade, baixo limite de deteccdo, baixo custo e simples operacéo,

possibilitando a mecanizagdo ou automatizagdo do mesmo.E!

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um sistema automatizado, a base de andlise por injecdo em fluxo
utilizando o conceito de multicomutacdo para determinacdo de &cido acetilsalicilico em

farmacos.

2.2 Objetivos especificos

=

Realizar a montagem de um sistema de andlise em fluxo utilizando valvulas

solendides de trés vias;

2. Adequar o programa computacional escrito em Quick Basic 4.5 para as finalidades do

sistema analitico proposto;
3. Dimensionar o sistema de analise para a determinacéo de acido acetilsalicilico
4. Realizar a determinacédo do acido acetilsalicilico em comprimidos;

5. Comparar os resultados do método automatizado proposto com a metodologia oficial

proposta pela farmacopéia brasileira.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Acido acetilsalicilico (AAS)

Esse farmaco apresenta-se na forma de po cristalino ou cristais incolores a brancos.
Inodoro ou quase inodoro. Sollveis em 1:30 de agua e 1:5 em &lcool. Possui maior
solubilidade em hidroxidos alcalinos, uma vez que a hidrolise descarboxila o H*, tornando-se
ibnico e, portanto, facilmente solivel em agua. A massa molecular do AAS é de 180,16
g.mol ™.+

O acido acetilsalicilico é classificado como uma droga do tipo anti-inflamatério nao
esteroidal (AINES) e indicado como agente anti-inflamatério, antipirético, analgésico e
antiplaquetério, dependendo do seu esquema posoldgico.% Assim como para prevencéo

priméria de cardiopatia isquémia, dentre outras indicacdes.**

O é&cido acetilsalicilico vem sendo usado como analgésico e antipirético por centenas
de milhares de pessoas desde a sua descoberta hd mais de cem anos. A despeito da sua idade,
0 &cido acetilsalicilico ainda é o padrdo para comparacédo e avaliacdo de novas substancias e

uma das drogas mais amplamente estudadas. 2

O é&cido acetilsalicilico vem sendo utilizado na prevencdo de eventos
tromboembolicos, em doses que variam entre 50-325 mg/dia, e constantemente é alvo de
pesquisas e discussdes devido ao risco de eventos adversos quando em doses superiores e

perda da eficacia terapéutica em baixas doses. %!

O uso indiscriminado de farmacos pode trazer danos consideraveis a saude. O acido
acetilsalicilico mal administrado apresenta efeitos secundarios adverso, incluem-se,
especialmente para doses elevadas, dores gastrointestinais em alguns individuos, Ulceras e
homorragias e tinnitus (zumbido nos ouvidos).*! Outro efeito secundario, devido ao seu

efeito anticoagulante, é uma maior hemorragia em mulheres com menstruacio. %

Dentre os riscos de eventos adversos existentes pela administracdo do &cido
acetilsalicilico, a ANVISA [ destaca: hemorragia gastrintestinal oculta ou evidente

(hematémese, melena) podendo acarretar anemia por deficiéncia de ferro, Ulcera e perfuracdo
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gastroduodenal. Sendo segundo Korolkovas e Franca ¢ capaz de potencializar o efeito de
hipoglicemiantes.

3.1.1 Breve Historico

A historia do AAS teve inicio no século V a.C. com Hipdcrates, o pai da medicina
moderna, que prescrevia preparacdes com cascas e folhas do salgueiro para o tratamento de
febres e para aliviar as dores do parto. Dioscorides, um dos mais notaveis médicos da
Antiguidade, que viveu na Grécia no século | da era cristd, receitava emplastros feitos com
cascas e folhas do salgueiro para o tratamento de dores reumaticas. [*7]

Na Inglaterra, em 1757, o reverendo Edmund Stone provou o sabor amargo das cascas
do salgueiro. Seis anos mais tarde, os resultados de suas observagdes clinicas mostraram as

propriedades analgésicas e antipiréticas do extrato daquela planta. [*8 1

A salicilina (Figura 1.1), principio ativo do salgueiro branco, foi isolada pela primeira
vez em 1829 pelo farmacéutico francés Louis Hector Leroux.*l A salicilina era um
glicosideo amargo com efeito antipirético que, quando submetida a hidrélise, produzia glicose
e alcool salicilico. Este pode ser convertido em &cido salicilico por oxidagdo no organismo
humano ou in vitro por manipulacdo quimica. As propriedades anti-reumaticas da salicilina

assemelham-se muito as do 4cido salicilico (Figura 1.2). 718

CH20H
HOCH2 OH COOH COOH
o 3 OH OH (o]
= -y T
O (2 3)

Figura 1: (1) Salicilina, (2) Acido Salicilico e (3) Acido Acetilsalicilico. [*"]

Em 1838, o quimico italiano Raffaele Piria purificou a salicilina e obteve, por

hidrolise e oxidagdo, o &cido livre. 1 Em 1859, o célebre quimico alemdo Hermann Kolbe e
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seus alunos sintetizaram o &cido salicilico e seu sal sddico a partir do fenol, pela reagdo entre

o fenoxido de sodio e o diéxido de carbono.

Em 1874, Friedrich von Heyden, um dos alunos de Kolbe, em Dresden, Alemanha,
estabeleceu a primeira grande fabrica destinada a producdo em larga escala de salicilatos

sintéticos.

Em um dos laboratérios da Bayer, no ano de 1897, Felix Hoffman realizou a sintese
do &cido acetilsalicilico. O novo medicamento era menos acido que o &cido salicilico, mas
mantinha a propriedade analgésica desejada. 1"*°10 4cido acetilsalicilico foi obtido a partir da
esterificacdo do acido salicilico com anidrido acético em presenca do acido sulfdrico que atua
como catalisador (Figura 2) 2%,

0 0. OH 0
11 A
H,S0
OH 2¥¥4 0. CH
' H3GJ\0)‘LCH3 — P, MG OH
OH y "
. o Anidrido acético , Acido acelico
Acido salicilico Acido acetilsalicilico

Figura 2: Reacéo de formagéo do acido acetilsalicilico. 2°]

As propriedades terapéuticas do AAS levaram os laboratorios de pesquisa da Bayer a
lancarem 0 AAS no mercado para competir com os salicilatos naturais, 0 que ocorreu a partir
de 1897 sob o nome de Aspirina®. [ Aspirina deriva de: A de acetil e spirina de "spiric
acid"”, o outro nome em inglés pelo qual era também conhecido o &cido salicilico. "Spiric" por
sua vez tem origem em Spiraea, género ao qual pertence a Salix alba, planta de onde foi
isolada a salicilina. Desde entdo, a medicina passou a dispor da aspirina como uma das mais

potentes armas de seu arsenal terapéutico. 11

Apo6s mais de 100 anos de sua descoberta, 0 AAS continua sendo alvo de inumeras
pesquisas sobre sua aplicacdo terapéutica como analgésico e antiinflamatério, atuando no
controle da febre, na artrite reumatdide e na inibicdo da agregacdo plaquetaria, ™ além de

diversos estudos sobre a quimioprevencao do cancer colo retal e de diversos outros canceres.
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3.1.2 Procedimentos Analiticos

A Farmacopéia Brasileira [ recomenda para a determinacio de AAS em formulagdes
farmacéuticas o método volumétrico por titulacdo acido-base de retorno. Apds o tratamento
da amostra com excesso de hidroxido de sddio e aquecimento por 10 min. para finalizar a
hidrélise, o excesso de hidréxido de sddio é entdo titulado com solucdo padrdo de &cido

cloridrico.

Medidas espectrofotométricas baseadas na reacdo de Trinder Y também sdo
recomendadas como método de referéncia para a determinacdo indireta do AAS como AS.
Nesse método o AS reage com ions Fe(l11) para formar um complexo de coloragdo roxa.

Sena e Poppi 2?1 propuseram um procedimento analitico simples e réapido para a
determinagdo simultanea de acido acetilsalicilico, paracetamol, e cafeina em formulagdes
farmacéuticas com base na calibracdo multivariada e medicgdes espectrofotométricas UV (210
- 300 nm). Os resultados obtidos para a determinacdo destes medicamentos em comprimidos
comerciais estavam de acordo com os valores especificados pelos fabricantes e a recuperacéo
foi entre 94,7 e 104,5%.

Copolovici et al, ?°1 desenvolveram um método simples de baixo custo, com rapida
resposta aplicavel a determinacdo do acido acetilsalicilico em drogas. O meétodo cinético
descrito ndo precisa de nenhum procedimento de separacdo preliminar ou conversao de acido
acetilsalicilico de acido salicilico. Os resultados obtidos usando o método proposto sdo
competitivos com os valores obtidos pelo método espectrofotométrico ou potenciometrica

destinado a aplicacGes médicas ou farmacéuticas.

Akay et al, 4 desenvolveram um método de determinacio rapida e simultanea de
paracetamol e acido acetilsalicilico e os seus produtos de degradacdo e impurezas toxicas por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em formas de dosagem
farmacéuticas. O método proposto foi linear nas faixas de 0,5-4,0; 0,75-6,0; 0,75-6,0; 1,0-12,0
e 1,0-12,0 ug ml? para o paracetamol, acido acetilsalicilico, acido ascdrbico, acido salicilico e
p-cloroacetanilida, respectivamente. Os Desvios padrdo relativos de repetibilidade,

reprodutibilidade e recuperacédo foram inferiores a 2%.

Sartori et al, 1 descreveram o desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos

para a determinacdo de acido acetilsalicilico (AAS) em formulac6es farmacéuticas usando



21

voltametria de onda quadrada e um eletrodo de diamante dopado com boro (BDD). O AAS
foi determinado diretamente em H2SO4 0,01 mol L, sem a necessidade da etapa de hidrélise
alcalina. A curva analitica obtida é linear no intervalo de concentragdo de AAS de 2,50 x 107
- 1,05 x 10* mol L%, com um limite de deteccio de 2,0 mol L2,

Ghulam et al, ! desenvolveram um método espectrofotométrico UV especifico,
rapido e simples, com boa sensibilidade para a quantificacdo simultdnea de aspirina e
paracetamol em solucGes padronizadas e tabletes. O método empregou resolucdo de equacgdes
simultaneas, baseados na medicdo da absorvéncia a dois comprimentos de onda, 265 e 257
nm, para a aspirina e o paracetamol, respectivamente. A curva de calibragdo foi linear para

ambos os farmacos numa gama de concentragdo de 2-64 pg mL™.

Bochenska et al, ?° propuseram a cromatografia em camada delgada de adsorcéo
(NP-TLC) com densitometria na identificacdo e quantificacdo de acido acetilsalicilico em
comprimidos. Densitometria foi realizada no modo de absorvancia UV a 200 nm. O método
apresentado foi validado pela especificidade, variedade, linearidade, exatid&o, preciséo, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, e robustez. O método de TLC-densitométrica foi tambem
comparado com um método farmacopéico de espectrofotometria - UV para o ensaio de acido
acetilsalicilico e os resultados confirmam que o método pode ser utilizado como um método

alternativo.
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3.2 Analise em Fluxo

A acentuada demanda de amostras laboratoriais a serem analisadas em diversas areas,
por exemplo, clinicas, ambientais e farmacéuticas, tem contribuido, nas ultimas décadas, para
uma crescente demanda por métodos rapidos, com baixos custos de analises e diminuicdo da
intervencdo do operador. Essa demanda propiciou a investigacdo e desenvolvimento de varios

tipos de equipamentos automatizados para aumentar a precisio e exatiddo nas analises. "]

Dentre as formas de automacédo de procedimentos analiticos, temos a analise em fluxo.
Sendo os métodos automaticos de analise mais utilizados em procedimentos analiticos. Este
fato deve-se, sobretudo, a elevada versatilidade destas técnicas, uma vez que 0 mesmo
equipamento base permite efetuar um elevado nimero de montagens adaptaveis as
necessidades de cada determinacédo analitica, 0 que se traduz em baixos custos de instalacéo e
manutencdo, sendo, tambem, faceis de operar e controlar. Além disso, apresentam reduzido

consumo de amostras, reagentes e tempo de analise.

Estes métodos podem ser classificados como: 282

e Anélise em Fluxo Segmentado (SFA);

e Anadlise por Injecdo em Fluxo (FIA);

e Andlise em Fluxo Monosegmentado (MSFA);
e Anadlise por Injecdo Sequencial (SIA);

e Anélise em Fluxo Multicomutado (MCFA);

e Analise em Flow-Batch ou Analisador Fluxo-Batelada (FBA)

3.2.1 Analise em Fluxo Segmentado (SFA)

Esta técnica que recebeu o nome de Analisador em Fluxo Continuo (do Inglés:
Continuous Flow Analysis - CFA), foi proposto pela primeira vez em 1957 por Skeggs."]

Hoje em dia estes sistemas sdo conhecidos como Analisador em Fluxo Segmentado (do

A . [31.32] . n .
inglés: “Segmented Flow Analysis — SFA”). Estes analisadores séo caracterizados pela

interseccdo da zona da amostra por varias bolhas de ar. Estas intersec¢des dividem o fluxo em
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pequenos segmentos, proporcionando o estabelecimento do equilibrio quimico mais
rapidamente quando o reagente é adicionado a eles e uma elevada taxa de amostragem. A
funcdo das bolhas € evitar a contaminagdo cruzada entre as amostras, impedir a dispersdo e

facilitar a mistura da amostra com os reagentes. %!

3.2.2 Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)

A técnica proposta por J. Ruzicka e E. H. Hansen B4 foi introduzida na literatura em
1975 e baseia-se na injecdo da amostra em um fluxo carregador ndo segmentado, que
transporta esta amostra em dire¢cdo ao detector, durante este processo a amostra sofre
dispersdo, e formam gradientes de concentracdo, originando sinais transientes (Figura 3)
registrado de forma continua por um detector e quantificado, usualmente, em relacéo a altura
méaxima. Sendo que sua altura pode estar ligada a concentracdo inicial do analito em interesse.
351 Dyrante o percurso em direcio ao detector, a amostra passa por varios processos analiticos
necessarios a analise, porém como no transporte a amostra sofre dispersao, o equilibrio fisico
e quimico geralmente ndo € atingido. Portanto, a sensibilidade do método é menor do que a

obtida em um analisador robotizado ou em batelada.

-)l-

Sinal

Injecéao

Tempo

Figura 3. Perfil do sinal transiente tipicamente obtido em FIA e ilustracdo do gradiente de

concentracdo (dispersdo) na zona de amostra. B
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Os componentes basicos de um sistema FIA séo:

e Sistema de propulsio de fluidos: usualmente emprega-se uma bomba peristaltica, !
bombas de seringa, B73® pela gravidade %49 e mini-bomba solendide; (4%

e sistema de injecdo: introduz as amostras e, em alguns casos, reagentes. Pode ser
empregado para a selegdo de vazdes, introducdo de componentes e redirecionamento do
fluxo. Exemplos incluem vélvulas de seis vias 2l e o injetor proporcional; [4344]

e percurso analitico: espaco pelo qual o fluido transportador conduz a zona de amostra desde
0 injetor até o sistema de deteccdo. As reagdes quimicas necessarias para a deteccdo do
analito ocorrem durante o transporte;

¢ sistema de deteccdo: utilizados detectores usuais em quimica analitica.

A alta reprodutibilidade, elevada frequéncia de amostragem, baixo custo de analise,
baixo consumo de amostra e reagentes e minimizacdo do envolvimento do analista, s&o
caracteristicas que garantem a facilidade de implementacdo e expansdo desse sistema como

processo automatico nos laboratorios de analise.

3.2.3 Analise em Fluxo Monossegmentado (MSFA)

O primeiro trabalno empregando esta técnica, foi desenvolvido por Pasquini e

OIiveira[45] (1985) e recebeu o nome de Analise em Fluxo Monosegmentado (do Inglés
MonoSegmented Flow Analysis — MSFA). O sistema MSFA foi proposto como um hibrido do
SFA com o FIA,“® agregando a boa reprodutibilidade e exatiddo, alta velocidade analitica,
versatilidade, baixo consumo de reagentes e amostra e baixo custo por analise dos
analisadores FIA com a alta sensibilidade, menor intercontaminagdo com maior tempo de
residéncia dos analisadores segmentados por bolhas. Estes Analisadores automaticos séo
caracterizados pela interseccdo da zona da amostra entre duas bolhas de ar. Estas bolhas
minimizam a dispersdo da zona da amostra, permitindo longos tempos de residéncia, e

impedem a intercontaminagdo das amostras.

Os analisadores MSFA, tomando como base os analisadores FIA, apresentam uma

maior freqliéncia analitica em metodologias envolvendo reacfes lentas porque eles permitem
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um maior tempo de residéncia da amostra, com baixa perda de sinal analitico devido a

dispersdo e com desprezivel intercontaminacao.

3.2.4 Anélise por Injecdo Sequencial (SIA)

A analise por injecdo sequencial (SIA, do inglés “Sequencial Injection Analysis”) teve
a sua origem em 1990 com J. Ruzicka e G. Marshall ¥ e surge da necessidade de
implementacdo de metodologias mais versateis, robustas, fiaveis e flexiveis, que impliqguem
baixa manutencdo e ndo envolvam reconfiguracdo do sistema na automatizacdo de
procedimentos analiticos complexos. ]

Nesses analisadores, geralmente é usada uma valvula multi — port (valvula SIA) na
aspiracdo sequencial de volumes precisos de solugdes (amostras, reagentes, tampdes, etc.)

[49] o ) .
para um tubo de armazenamento, ™ 5,4 <e inicia a reao e em seguida, o produto formado

é bombeado para o detector.

A metodologia SIA apresenta por sua vez uma elevada versatilidade, devido a
possibilidade de se recorrer a um maior numero de reagentes (ha valvulas seletoras com mais
de 20 portas), associada a utilizacdo eficiente das solugdes, registrando-se ainda um reduzido
consumo de amostra e reagentes, com pouca geracdo de residuos. E ainda de salientar o fato
de em SIA, ndo se necessitar de se efetuar reconfiguracdes fisicas do sistema, bastando alterar

para esse efeito o programa informatico utilizado. %

A principal desvantagem do SIA é o ritmo de amostragem mais baixo devido ao
armazenamento das solucbes no reator de armazenamento e ao tempo que a valvula seletora

necessita para fazer a comutacdo entre as diferentes posicdes.

3.2.5 Analise em Fluxo Multicomutado (MCFA)

A andlise em fluxo por multicomutacdo (MCFA, do inglés “Multicommutation in
Flow Analysis”), ¢ uma metodologia relativamente recente em analise de fluxo, proposta em
meados da década de noventa por Reis et al. 2 Consiste na insercdo da amostra e reagente

num fluido transportador recorrendo, geralmente, ao uso de dispositivos de comutagdo, tais
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como Valvulas solendides de trés vias, (valvulas eletromecénicas ativadas por um solendide),
com atuacdo independente e controladas por computador. Este aspecto possibilita a
comutacdo, garantindo elevada flexibilidade bem como facilidade e versatilidade na
manipulagio de amostras. 3% Quase sempre presentes na multicomutagdo, as valvulas

solendides sdo consideradas um dispositivo muito importante nesta metodologia. %!

O principio béasico de funcionamento da valvula consiste na aplicacdo de uma
diferenca de potencial de alguns volts, abrindo canal alternativo, o qual é fechado logo apés o
interrompimento da corrente elétrica.®® Cada valvula atua como um comutador de cada
fluido e os volumes inseridos sdo definidos pelo tempo de abertura e vazdo da bomba
peristaltica (Equacdo 1). O tempo de abertura minimo recomendado para as valvulas

solenoides € de 0,1 s; tempos menores comprometem a repetibilidade.

Vs=¢.ti Equagdo 1

Onde:
Vs = Volume de insercéo das solucdes (UL)
¢ = Vazdo (uL.s-1)

ti = Tempo de acionamento das valvulas (s)

Esse processo permite automatizar os procedimentos analiticos através do controle na
insercdo das aliquotas das amostras e das solucdes no percurso analitico de forma intercalada,
denominada amostragem binaria. Essa estratégia facilita a homogeneizacdo da zona da

amostra com a solucdo de reagente até o detector.

A grande vantagem do uso da multicomutacdo e amostragem binaria é o consumo
minimo de reagente e consequente reducdo na geracdo de residuos. Essa caracteristica faz da
multicomutacdo uma alternativa aos sistemas FIA classicos, através de processos quimicos

limpos, 758 que respondem aos principios da Quimica Verde.
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Na analise em fluxo por multicomutacdo, a insercdo das aliquotas de amostra e
reagente pode realizar-se num unico canal onde ocorrem as rea¢fes quimicas, bastando, para
iss0, posicionar o dispositivo de propulsdo apés o detector (Figura 4), funcionando em modo
de aspiracdo, e selecionar as posi¢cdes das valvulas. De salientar que na maioria dos trabalhos
com multicomutacdo existe apenas um dispositivo para aspiragdo das solucBes, o que é
vantajoso a nivel econbmico, mas proporciona pressdo negativa dentro do sistema,

promovendo o aparecimento de bolhas gasosas.

Cafp—|—

Figura 4. Arranjo de um sistema de analises em fluxo por multicomutacdo com véalvulas
solendides por aspiragdo. Vi - V3 - valvulas solendides, A - amostra, Ry - reagente, Ca -
solucdo transportadora, R - reator, B - bomba peristaltica, D- sistema de deteccdo, W -

descarte e AB amostragem binaria.

Em alternativa, o sistema de propulsdo podera ser colocado antes das valvulas de
comutacio, funcionando como dispositivo de impulsdo (Figura 5), B contribuindo para a
reducdo do aparecimento de bolhas de ar no sistema, devido a pressdo positiva. Contudo,
neste tipo de configuracdo a complexidade do sistema aumenta devido a necessidade de
utilizar um canal para cada solucdo de amostra e reagente e, consequentemente, 0 custo do
equipamento envolvido também se torna mais elevado. Este fato é ultrapassado utilizando
bombas peristalticas multicanal, as quais permitem a recirculacdo das soluc@es diminuindo o

Seu consumo.
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Figura 5. Arranjo de um sistema de analises em fluxo por multicomutagdo com véalvulas
solendides por bombeamento. V1 - V3 - valvulas solendides, A - amostra, R - reagente, Ca -
solugdo transportadora, R - reator, B - bomba peristaltica, D - sistema de detec¢do, W —

descarte, AS - amostragem simultanea e AB - amostragem binaria. 51

A analise em fluxo por multicomutacdo permite tornar versatil muitos métodos de
analise, ssumindo desta forma varias aplicacdes analiticas sem modificar a estrutura fisica do
médulo de andlise. % A partir da introdugdo do conceito de multicomutacdo, ©? varios
procedimentos analiticos foram implementados utilizando esta ferramenta, envolvendo

diferentes matrizes e espécies quimicas.

Vieira et al, 511 propuseram a determinacio fotométrica de amonio na agua da chuva
utilizando uma abordagem de analise em fluxo por multicomutacdo e deteccdo por um
fotobmetro de LED caseiro acoplado a uma célula de fluxo, além de utilizar um percurso

analitico de 100 mm para melhorar a sensibilidade.

Molina-Garcia et al, 2 propuseram duas metodologias de analise automatica: inje¢ao
em fluxo multicomultada e analise por injecdo sequencial. Ambas foram aplicadas a analise

das quinolonas em formulacdes farmacéuticas.

Leal et al, % Fizeram uma avaliacdo de metodologias automatizadas desenvolvidas
para medir o arsénico em amostras ambientais e relataram o estado da arte dos métodos mais
significativos explorando técnicas de multicomutacdo em fluxo acoplados a determinacéo de

fluorescéncia de geracdo atbmica de hidreto.
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Santos Andrade et al, ®* desenvolveram um método baseado em um sistema por
multicomutacdo em fluxo interrompido para determinar simultaneamente sulfametoxazol
(SMX) e trimetropim (TMP), em formulagGes farmacéuticas por voltametria de pulso
diferencial (DPV).

Leite et al, % Desenvolveram um sistema de anélise em fluxo empregando o conceito
de multicomutacdo para a determinacdo de paracetamol em formulacGes farmacéuticas
empregando-se a inibicdo da magnitude do sinal gerado pela reacdo quimiluminescente entre

luminol e hipoclorito.

Fatibello-Filho et al, [ desenvolveram um método para determinacio
espectrofotométrico em fluxo de cloro em &gua usando célula de longo caminho dptico e

multicomutacao.

Um sistema em fluxo com valvulas solendides foi proposto por Infante et al, ) para a
determinacdo de cianetos dissociaveis por acidos fracos, com base na reacdo com o-
ftalaldeido (OPA) e glicina originando um derivado altamente fluorescente seguido de

deteccdo espectrofotométrica.

3.2.6 - Analise em Flow-Batch ou Analisador Fluxo-Batelada (FBA)

Esse sistema foi proposto por pesquisadores brasileiros da Universidade Federal da
Paraiba, sendo seu primeiro trabalho divulgado por Honorato e colaboradores %8 em 1999. O
sistema em fluxo batelada apresenta como novidade a cAmara de mistura, sendo esta feita de
Teflon ou acrilico com um volume interno de 0,5 a 2,0 mL. A propulsdo dos fluidos
geralmente é feita através da bomba peristaltica, enquanto que a adi¢do é realizada através das
valvulas solenoides que sdo acionadas pela interface e controladas pelo microcomputador.
Recentemente em 2012 foi lancado um artigo de revisdo mostrando as determinacbes que

foram realizadas nesse analisador [6%,
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3.2.7 Analisadores em fluxo para a determinacdo de &cido acetilsalicilico

Fernandes et al.[’™ propuseram um sistema de analise por injecdo em batelada (BIA),
para determinacdo potenciométrica de acido acetilsalicilico em comprimidos. A curva
analitica foi linear no intervalo de concentracio de AAS de 7,5 x 102 a 7,5 x 102 mol L%,
com uma frequéncia de amostragem de 90 determinagdes por hora.

Kubota et alt"*! desenvolveram um sistema FIA com deteccio potenciométrica para a
quantificagdo de AAS com a sua hidrélise alcalina “on line”. A curva analitica foi linear no
intervalo de concentragio de AAS de 4,0 x 102 a 4,0 x 102 mol L, com limite de deteccdo
de 2,5 x 102 mol L e frequéncia de amostragem de 28 determinac@es por hora

Pasekova e colaboradores 2 desenvolveram um processo automatizado para a
determinagdo potenciométrica de &cido acetilsalicilico com base em uma analise por injegéo

sequencial (SIA).

Chagas, ["®! desenvolveu um sistema de analise automatica em fluxo monosegmentado
acoplado a um forno de microondas para a quantificacdo de &cido acetilsalicilico em
medicamentos. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de AAS de 0,5a 1,8

g L%, e frequéncia de amostragem de 12 determinacGes por hora.

Richter et al, [l desenvolveram uma metodologia simples de baixo custo usando a
analise de injecdo em fluxo com deteccdo amperomeétrica para a determinacdo simultanea de
aspirina e acido ascorbico em comprimidos efervescentes. Foi obtida uma linearidade no
intervalo de concentragdo de AAS de 1,6 x 10®° a 0,2 x 10® mol L, com um limite de
deteccdo de 0,164 pmol L
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Reagentes e Solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico de pureza e todas as solucGes
foram preparadas com &gua deionizada. A vidraria laboratorial utilizada foi previamente
mantida por um periodo de 24h sob uma solucdo a 10% (v/v) de &cido nitrico. Apds esse
periodo a vidraria foi lavada com agua destilada e com agua deionizada para as analises.

A solucdo estoque de NaOH (IMPEX) 1,0 mol.L? foi preparada dissolvendo 4,0g
dessa base em 100mL de 4gua deionizada.

A solucio transportadora de acido nitrico [HNO3s] (ISOFAR) 0,1mol. L foi preparada
pela diluicdo de 6,42 mL desse &cido com &gua deionizada, num baldo de 1,0L.

A solucdo de Fe*® (reagente Trinder) foi preparada dissolvendo 1,0g de nitrato férrico
[Fe (NO3)39H20] (ISOFAR) em um baldo volumétrico de 100 mL e completando o volume
com agua deionizada.

A solucdo estoque de 4cido acetilsalicilico (SYNTH) 1,09.L foi preparada
dissolvendo 0,25g desse acido em 10 mL de solugdo NaOH 1,0mol. L, promovendo o
aquecimento por 10min em chapa de aguecimento, para obter uma completa hidrélise do
AAS. Em seguida transferindo o conteido para um baldo de 250 mL e aferindo-se com agua
deionizada. A partir dessa solucdo, com diluicbes adequadas, foram preparadas as demais

solucdes de AAS empregadas neste trabalho.

4.2 Preparo das amostras

Cinco diferentes amostras de comprimidos contendo 500mg de acido acetilsalicilico,
descrita pelo fabricante, foram analisadas. Para cada amostra foram tomados 20 comprimidos,
que foram pesados e pulverizados. Uma quantidade adequada de cada amostra foi dissolvida
em 10 mL de NaOH 1,0mol.L? promovendo o aquecimento por 10min em chapa de
aquecimento, para uma melhor hidrélise do AAS. Eventuais excipientes insollveis contidos
nas amostras foram removidos por filtracdo simples. Em seguida transferindo o contetido para

um baldo de 100 mL e aferindo-se com agua deionizada.
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4.3 Equipamentos

Para o sistema proposto, foi utilizado uma bomba peristéltica Ismatec IPC-8, com
tubos de propulsdo de Tygon para o transporte das solugdes, trés valvulas solenoides de trés
vias (NResearch, West Caldwell,161T031), tubos de polietileno (0,8 mm d.i), confluéncia de
acrilico de quatro vias, para entrada e saida de amostra, reagente e solucdo transportadora.

Para aquisicdo e controle de dados, um microcomputador Pentium 1l foi acoplado as
valvula solenoides via entrada LPT 1 e ao espectrofotdmetro (Femto, modelo 700 plus) via
entrada digital RS 232 C. O programa para controle do modulo de analise e aquisicdo de
dados foi desenvolvido em linguagem Quick Basic 4.5.

4.4 Metodologia

Procedimento analitico para a determinacéo de acido acetilsalicilico em comprimidos
baseou-se na reagdo de Trinder, Y onde a reacio mostrada na Figura 6 entre os ions
salicilatos, (formado apds hidrolise do acido acetilsalicilico em meio alcalino) com os ions
Fe3*, resulta na formacgdo de um complexo de coloragéo violeta [Salicilato-Felll] monitorado
espectrofotometricamente com maximo de absor¢cdo em torno de 525nm. Acredita-se que a
coloracdo desenvolvida se deva a formacdo de um ion complexo por interacdo simultanea

entre os grupamentos carboxila e hidroxila do &cido salicilico e o Fe3*. [
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>

Figura 6. Reacdo de hidrolise do AAS (A) seguido da complexacdo do anion salicilato com
ferro (111) (B)
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4.5 Médulo de analise

O modulo de andlise representado na Figura 6, foi baseado num Sistema de Anéalise em
Fluxo por Multicomutacdo e empregava valvulas de estrangulamento. A valvula V1 era do
tipo normalmente aberta, assim a solucdo transportadora (Carregador) fluia continuamente em
direcdo ao detector. Quando o software de controle entra em operacéo, as valvulas séo ligadas
e desligadas sequencialmente, conforme indicado no diagrama de tempos mostrado na Figura
1.

Inicialmente, todas as valvulas estdo desligadas e a solugdo transportadora flui
continuamente pelo percurso analitico em direcdo ao detector através da valvula V1, formando
a linha de base. Durante a etapa de amostragem, a vélvula V2 (amostra) e Vs (solucdo do
reagente) eram acionadas sequencialmente varias vezes conforme o numero de ciclos de
amostragem programado, inserindo aliquotas de amostra e reagente no percurso analitico
através da confluéncia e, ao se encontrarem, reagem com auxilio da bobina helicoidal (reator),
onde é formado um complexo de coloracdo violeta monitorado em 525nm. Na sequéncia
essas valvulas eram desligadas e a solucéo transportadora fluia novamente através de Vi, e
deslocava a zona da amostra para o detector, resultando num sinal analitico proporcional a

concentracdo de AAS na amostra.

Carregador Bomba peristaltica

Célula de fluxo

Amostra CO‘n/fluéncia \I —
Reator
Detector
Reagente 525
Vs &~ Descarte
Valvulas solendides
rn

n U U U U U U U U U U U L—
p—JLJL LN nn n_

Figura 7. Modulo de anélise do sistema em fluxo proposto. Ty, T2 e T3 Intervalos de tempo de

acionamento das valvulas V1, V2 e Vs respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dimensionamento do Sisitema em fluxo

Todos os processos de otimizagdo do sistema foram realizados empregando-se 0 modulo
de andlise apresentado na Figura 6 com solucdes padrdo de AAS nas concentracées 25, 50, 75
e 100 mg.L™.

A otimizacdo do sistema foi baseada no método univariado, que consiste em variar um
dos parametros em estudo e manter os demais constantes. A resposta considerada aceitavel
para 0 parametro em estudo é aquela que garante um maior ganho e maior discriminacgdo de
sinal. Os parametros do modulo de analise inicialmente estudados foram: (i) Solucédo
transportadora, (ii) VVazao, (iii) comprimento da bobina de reacdo [reator], (iv) numero de
ciclos, (v) concentracdo do reagente Trinder, (vi) tempo de acionamento das valvulas

solendides.

5.1.1 Efeito da Solucéo transportadora

Inicialmente os testes foram feitos usando somente agua deionizada como solucéo
transportadora. Pode-se observar que decorrido certo tempo de analise uma cor de tonalidade
amarela era adquirida pelo reator e pela cela de fluxo. Este efeito foi associado a uma possivel
hidrolise do ferro e adesdo nas paredes do reator e da cela de fluxo, ® que teria como
consequéncia desfavoravel o aumento de ruidos, uma elevagdo da leitura da linha de base e a
necessidade de periodicamente fazer a limpeza do percurso analitico bombeando uma solucgéo
acida. Este efeito foi solucionado substituindo a solucdo transportadora por uma solucdo de
HNO30,1 mol.L2, 7]

Na Figura 8 sdo mostradas os resultados obtidos, cuja apresentacdo foi em AA (leitura
da absorbancia da amostra menos a leitura da absorbancia do branco) em funcdo das
concentragdes para as curvas analiticas empregando agua e a solucdo de HNO3 como solucao
transportadora. Podemos observar que as duas curvas sdo praticamente paralelas, indicando

que ndo ha diferenca significativa de sensibilidade.
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Figura 8. Efeito da solugdo transportadora sobre o sinal analitico na faixa de concentragéo de
AAS de 25 a 100 mg.L™.

Na Tabela 1 sdo apresentadas caracteristicas das curvas analiticas obtidas empregando

a agua e a solucdo de HNOs como solugdo transportadora.

Tabela 1- Caracteristicas das curvas analiticas utilizando agua e HNO3z como transportador

Solucéo Equacéo linear R? LDP (mg.L ™)
transportadora
Agua Y =0, 005 + 0, 00664 * X 0, 999 0,94
HNO30,1 mol. L* Y =0, 006 + 0, 00663 * X 0, 999 0,26

2R = Coeficiente de

correlacdo linear,

b D= Limite de deteccéo

Com o objetivo de verificar a ocorréncia da deriva da linha de base, devido a fatores

ja mencionados anteriormente, foram realizadas 80 medidas consecutivas com uma solucéo

de referéncia de 50mg. L de AAS utilizando agua e HNOs 0,1 mol.L como solugéo

transportadora.
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A Figura 9A mostra que decorrido certo tempo de analise ocorre deriva significativa
da linha de base utilizando a agua como solucdo transportadora, podendo este fato esta
associado a hidrélise do ferro e sua deposicao nas paredes dos reatores e na cela de fluxo. Este
efeito ndo € perceptivel quando usamos uma solucdo de HNOsz com o mesmo proposito,
(Figura 9B)

(A)
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0,05
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Tempo (s)

Figura 9. Efeito da solugdo transportadora (A) H.O e (B) 0,1 mol.L HNOs sobre a
estabilidade da linha de base em 80 medidas consecutivas. Sinais analiticos obtidos com

solucdo de referéncia 50mg.L™ de AAS.
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5.1.2 Efeito da concentragdo de &cido nitrico (HNO3)

O efeito da concentracdo da solugdo transportadora de &cido nitrico sobre o sinal
analitico foi avaliado entre 0,05 e 0,4 mol. L, sendo os resultados apresentados na Figura 10.

De acordo com os resultados, observa-se que ndo houve variacgao significativa do sinal
analitico no intervalo avaliado, e a concentragdo definida como 6tima foi a de 0,1 mol.L™

devido a maior magnitude do sinal.

0,7 4
100 mg.L* AAS
0,6
0,5 4
T
S -
2 04
< /.\O
o . e e50mg.L*AAS
0,2 . . -— )
T 25mg.L" AAS
T T T T T T T T '
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

Concentrag&o HNO,[0,1mol.L "]

Figura 10. Efeito da concentragdo do HNO3z sobre o sinal analitico na faixa de concentracéo

de AAS de 25 a 100 mg.L™.

5.1.3 Efeito da Vazao

A vazdo é um fator de elevada importancia para o desenvolvimento das reacdes, pois
permite um maior ou menor tempo de interacdo entre as substancias e também o grau de
maior ou menor dispersao. Este parametro foi otimizado através da variacdo da rotacao

nominal da bomba peristaltica, e foi avaliada no intervalo de 2,5 e 4,0 mL.min™.
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Os resultados apresentados na Figura 11 indicam um aumento do sinal analitico entre
a faixa estudada. Apesar de a vazdo de 4mL.mim* apresentar maior magnitude de sinal, essa
ndo foi definida como 6tima para o método por apresentar sinais mal resolvidos quando
comparado com 0s outros experimentos, e instabilidade da linha de base, que pode esta
associada ao volume da zona de amostra ser superior ao reator. Sendo assim, a vazéo
escolhida como Gtima para o sistema proposto foi a de 3,5 mL.mint uma vez que esta vazéo

proporcionou boa precisao, exatidao e estabilidade da linha base.

100 mg.L"AAS
0,7 4
0,6 4
0,54
‘<
=)
<<'1: 041 e 50 mg.L"AAS
4 .///./
037 /
] [}
0.2  w 25mglL'pAs
n | |
S
* T T T T T T
2,5 3,0 35 4,0

Vazéo [mL. min™]

Figura 11. Efeito da vazao sobre o sinal analitico na faixa de concentracdo de AAS de 25 a
100 mg.L2,

5.1.4 Efeito do reator

Chama-se de percurso analitico a distancia do ponto de insercdo das solucdes e o
detector. Nele ocorrem as reacfes quimicas necessarias a detec¢do do analito, as quais se
iniciam no momento em que as solu¢bes do carregador, amostra e reagentes entram em
contato, a partir da confluéncia, dai a denominacdo de reator. Considerando que o0

comprimento do reator estd associado as vazbes da solucdo transportadora, amostra e
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reagentes, e que afeta tanto o tempo de residéncia, como a dispersdo da amostra, foi realizado
um estudo do efeito deste parametro no sistema. Partindo das condigdes 6timas ja adquiridas,
este parametro foi avaliado para os tamanhos de 60, 80, 100 e 120 cm. Sendo os resultados

empregados na Figura 12.

Os resultados mostram que entre os reatores de 60 a 80 cm ndo houve uma variagéo
significativa do sinal analitico, e que ha um decréscimo do mesmo a partir de 80 cm. Este fato
pode estar associado ao efeito de dispersao, pois quanto maior o reator, maior é a dispersdo da
amostra. Deste modo, foi escolhido o reator de 80 cm de comprimento com volume interno de
400pL para a continuacdo do trabalho. Apesar de o reator de 60 cm apresentar maior
magnitude de sinal, 0 mesmo ndo apresentou estabilidade da linha de base devido ao volume
da zona da amostra (400 pL) ser superior ao do reator (300 pL).

0,6
0,5 1
100 mg. L"AAS
©
.2-. 0,4
<<f] ° o\
03 '\
] ® 50 mg. L*AAS
0,2 4
- P 1
— 25 mg. L"AAS
u

T T T T T T T
60 80 100 120

Reator [cm]
Figura 12. Efeito do reator sobre o sinal analitico na faixa de concentracdo de AAS de 25 a

100 mg.L2,

5.1.5 Efeito do numero de ciclos

O numero de ciclos define o volume da zona de amostra, além de ser determinante
para 0 processo de mistura entre reagentes. Entdo, ja definidos solucdo transportadora, vazéao
e reator 6timos, fez-se o estudo desse parametro utilizando 8, 10, 12 e 14 ciclos de

amostragem.
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De acordo com o grafico da Figura 13, quanto ao numero de ciclos, houve um
aumento do sinal na faixa de 8 a 12 ciclos, devido a menor dispersdo da zona de amostra, €
mantendo-se praticamente constante para valores maiores. Sendo assim, definiu-se 12 ciclos
como condicdo Otima, pois apresentou uma boa descriminacdo analitica, sem perda de

repetibilidade ao sistema proposto.
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8 10 12 14
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Figura 13. Efeito do numero de ciclos sobre o sinal analitico na faixa de concentracdo de

AAS de 25 a 100 mg.L™.

5.1.6 Efeito da concentracdo do reagente Trinder

Uma vez que o Teste Trinder se baseia na formacdo de um complexo de cor parpura
do AAS com ions ferro (I1), provenientes do reagente [Fe(NO3)s 9H20]. Faz-se necessario o

estudo desse parametro sobre o sinal analitico.

Os testes iniciais eram feitos com uma concentracdo de 40g/L, baseado em um artigo

em que o AAS era medido com um fotdmetro de baixo custo. ["®]
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Partindo das condi¢cdes 6timas ja adquiridas, estudou-se o efeito da concentracdo do
reagente Trinder, no intervalo de 10 a 50 g. L. Observou-se a partir da Figura 14 que o sinal
analitico ndo variou de forma significativa; desta forma o valor de concentragdo 10g. L* foi

selecionado afim de minimizar o consumo de reagente.

100 mg.L"AAS
0,7
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< 0,4
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Concentracéo do Reagente Trinder [ g.L™]

Figura 14. Efeito da concentracdo do reagente trinder sobre o sinal analitico na faixa de
concentracdo de AAS de 25 a 100 mg.L™.

5.1.7 Estudo do Tempo de acionamento das valvulas solendides

Em um sistema de analise em fluxo por multicomutacdo, os volumes de amostra e
reagente adicionados no percurso analitico sdo feitos pelo acionamento das valvulas
solendides. Por isso faz-se necessario descobrir a relagdo do tempo de acionamento com o

volume adicionado e seu efeito sobre o sinal analitico.

Primeiramente, para o estudo desse parametro, o tempo de acionamento da valvula
(V3) de insercdo do reagente sobre o sinal analitico foi variado entre 0,1, e 0,5s, 0 que

corresponde a um volume de 5,8 a 29,1 uL mantendo constante o tempo de acionamento da
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vélvula (V2) de inser¢do da amostra em 0,5 s (29,1 uL). Estes experimentos foram feitos

usando uma solugio de AAS com concentragio de 50 mg L.

Os resultados na Figura 15 mostram um decréscimo do sinal analitico, devido a
diluicdo da amostra, a medida que foi incrementando o tempo de insercdo do reagente. Com o
proposito de obter melhor resposta analitica e minimizar o consumo de reagente, o tempo de

acionamento definido para a valvula V3 foi fixado em 0,1 s (5,8 pL).
0,36
0,34 —
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0.307 \
0,28 \

0,26 : . : . : . : . :
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Tempo (s)

AA [u.a]

® 50 mg.L™" AAS

Figura 15. Efeito do tempo de acionamento da valvula (V3) de insercdo do reagente de

Trinder sobre o sinal analitico. Solugéo de referéncia de AAS 50 mg.L ™.

Apos estabelecer o tempo de acionamento da valvula v3, partiu-se para a verificacao
do tempo de acionamento da valvula (V2) de insercdo da amostra sobre o sinal analitico.
Nesse estudo variou-se os tempos entre 0,1 e 0,7s, 0 que corresponde a um volume de 5,8 a
40,8 pL. Estes experimentos foram feitos usando uma solucdo de AAS com concentracao de
50 mg L™

A Figura 16 indica que acima de 0,5 s (29,1uL) hd um pequeno aumento do sinal
analitico com tendéncia a estabilizacdo. Em vista desse resultado, este tempo foi escolhido

para dar continuidade ao trabalho uma vez que apresentou estabilidade na linha de base.
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Figura 16. Efeito do tempo de acionamento da valvula (V2) de insercdo da amostra sobre o

sinal analitico. Solugdo de referéncia de AAS 50 mg.L™.
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Assim, quanto a otimizag&o do sistema em fluxo proposto, os resultados obtidos de um

modo geral sdo apresentados na Tabela 2. Esse estudo permitiu realizar a determinacdo de

AAS em amostras farmacéuticas.

Tabela 2. CondicGes otimizadas e caracteristicas analiticas do método proposto para

determinacédo do AAS.

Parametros Valor
Vazdo (mL.min™) 3,5
Comprimento do Reator (cm) 80
NuUmero de ciclos 12
Tempo de acionamento de V2 (s) 0,5
Tempo de acionamento de V3 (s) 0,1
Concentracao do reagente Trinder (g. L ™) 10
Volume de residuos (mL) 2,7
Limite de detecgdo (mg.L™) 0,57
Limite de quantificagdo (mg.L™) 1,89
Frequéncia analitica (n/h) * 72
Coeficiente de variacédo (%) 0,91

* Numero de determinacdes por hora
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5.2 Estudo da repetibilidade

Para confirmacdo analitica do sistema em fluxo proposto, foi realizado o estudo de
repetibilidade. Os registros de sinais mostrados na Figura 17 sdo para 12 determinacgdes

sucessivas (n=12) de AAS com concentracdes de 25 mg.L?, empregando os pardmetros

otimizados, listados na Tabela 2
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Figura 17. Sinais transientes relativos a solugdo de referéncia de AAS 25 mg.L™ para 12

determinacgdes sucessivas.

Os resultados mostraram que este método apresentou boa repetibilidade, com um

desvio padrdo relativo igual a 0,91% e frequéncia analitica de 72 determinacdes por hora

Estes dados indicam a boa performance do sistema como um todo.
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5.3 Caracteristicas Analiticas Obtidas

Apds a otimizacdo das variaveis envolvidas no sistema de analises em fluxo, as
caracteristicas analiticas foram estimadas. Na Figura 18 é mostrada uma curva analitica obtida
em triplicata, descrita pela equacdo: Y = 0,009 + 0,00611X. O coeficiente de correlacdo R=0,
999 indica uma 6tima resposta linear entre 0 a 100 mg.L de AAS, portanto, o procedimento
proposto obedece a Lei de Beer nesta faixa de concentracdo. Nestas condicGes, os limites de
deteccdo (LD), obtido pela equacdo 2, e quantificacdo (LQ), obtido pela equacdo 3, foram
estimados em 0,57 mg.L? e 1,89 mg.L™, respectivamente, ao nivel de confianca de 99,7%,

paran =5,
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Figura 18. Curva analitica para determinacao de AAS em comprimidos.

LD=3S/b Equacdo 2
LQ=10S/b Equacédo 3
Onde:

S = Desvio padrdo do sinal do branco b = coeficiente angular



5.4. Analise de Formulagdes Farmacéuticas

Apo6s as analises das solugbes padrdes e obtencdo da curva analitica, a metodologia
automatica desenvolvida foi aplicada a determinacdo de AAS em formulacGes farmacéuticas e
os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-se 0 método volumétrico
recomendado pela Farmacopéia Brasileira. [

Cinco amostras de formulagbes farmacéuticas, designadas A1, Az, Az, Az e As foram
analisadas no sistema em fluxo otimizado, apos diluicdo manual de 10 vezes. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que os resultados obtidos empregando-se o
método proposto estdo em concordancia com os resultados obtidos empregando-se 0 método

de referéncia.

Aplicando o teste t pareado entre os dados com 95% de confianca, observa-se que nao
houve diferenca significativa para os dados em todas as amostras analisadas, uma vez que o
valor de t calculado foi de (0,91) e o valor tabelado (2,78). Tendo em vista que o valor
encontrado é menor do que o tabelado, o procedimento proposto possui boa exatiddo e

apresentou concordancia com o metodo de referéncia.

Tabela 3. Resultados com os respectivos desvios padrdo da determinacdo de AAS pelo

método proposto e pelo método de referéncia.

Teor de AAS (mg / comprimido)

Amostra Bula *Método proposto  Método de referéncia !
Al 500 504 £4,3 499 £ 5,2
A2 500 523+9,4 493 £ 6,7
A3 500 492 +£2,8 498 £ 9.4
Ad 500 540 £ 4,9 496+ 7,9
A5 500 472+ 14 492+ 9,7

*Resultados com valores multiplicados pelo fator de dilui¢cdo



5.5 Teste De Recuperacao

O teste de recuperacdo foi realizado com o objetivo de obter informagdes sobre
possiveis interferéncias geradas pela matriz dessas amostras sobre a resposta obtida. Para este
estudo foram feitos experimentos em triplicata, por meio da adi¢do de aliquotas de solucdes
padrdo de AAS as solucBes contendo amostras diluidas das formulagdes. A Tabela 4
apresenta os resultados dos percentuais de recuperagao obtidos.

Tabela 4. Resultados do teste de recuperacdo na determinagdo de AAS nas amostras

farmacéuticas pelo método proposto.

AAS (mg. LT
Amostra Adicionado Recuperado
Al 75,4+04 73,0+15
A2 77,3209 76,0+ 0,8
A3 74,310,2 73,1+0,8
Ad 79,004 78,3+0,8
A5 72,2%+0,1 715205

Recuperacéo (%)

97

98

98

99

99

As recuperacdes variaram entre 97 % a 99 %. Estes valores obtidos indicam que nao

houve interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacdo do AAS pelo

procedimento analitico proposto.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de um procedimento em sistema de
analise em fluxo empregando a multicomutacdo e deteccdo espectrofotométrica para a
determinacdo de &cido acetilsalicilico em comprimidos, baseado na reacdo de Trinder. A
metodologia apresentou vantagens que o0s procedimentos empregando multicomutacdo
apresentam com relacdo a versatilidade, baixo consumo de reagentes e menor geracao de

residuos.

Em relacdo ao médulo de analise desenvolvido, este apresentou uma estrutura simples,
com um Unico canal de bombeamento, assim como de facil implementacédo e boa estabilidade,
alem de permitir a execucdo de todas as etapas atraves de programa computacional. A reacéo
de Trinder para determinacdo de AAS foi utilizada por ser de facil execucdo e rapida resposta

analitica.

O sistema otimizado permitiu a determinagédo de AAS de maneira automatizada com
caracteristicas que podem ser consideradas favoraveis: baixo custo operacional, alta
frequéncia analitica (72 determinac6es por hora), emprego de reagentes de baixa toxicidade
(NaOH), geracao de pequena quantidade de residuos por analise (~ 2,7 mL por réplica), assim
como desempenho analitico satisfatorio: limite de deteccdo de 0,57 mg.L?, limite de

quantificacdo de 1,87 mg.L? e coeficiente de variancia de 0,91%.

As analises das amostras farmacéuticas contendo o AAS, foram concordantes com o
procedimento de referéncia, ndo apresentando diferenca significativa entre os dois métodos

estimado com 99,7 % de confianca.

Assim de acordo com esses resultados, o método desenvolvido neste trabalho
demonstra ser viavel para a aplicagdo em amostras contendo AAS, sobretudo em analises de
rotina, e também como uma alternativa vantajosa comparada com a metodologia de
referencia, promovida pelo baixo custo em relacdo a sua implementacdo e ao consumo de

reagentes.
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