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Se o Senhor ndo edificar a casa, em vao
trabalham os que a edificam; se o Senhor
nao guardar a cidade, em v&o vigia a sen-
tinela. Inatil vos sera levantar de madru-
gada, repousar tarde, comer o pao de do-
res, pois assim da ele aos seus amados o
sono. Eis que os filhos sdo heranga do
Senhor, e o fruto do ventre o seu galar-
dao. Como flechas na médo de um homem
poderoso, assim sao os filhos da mocida-
de. Bem-aventurado o homem que enche
deles a sua aljava; nédo serdo confundi-
dos, mas falardo com 0s seus inimigos a

porta.

Salmos 127:1-5
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RESUMO

Os organismos internacionais e nacionais exigem o desenvolvimento de metodologi-
as analiticas que sejam rapidas, baixo custo e precisas para a determinacdo de far-
macos. Uma forma de atender a essas exigéncias foi utilizado um método de anélise
por injecdo em fluxo empregando multicomutacdo e com detecgdo espectrofotomeé-
trica. Neste trabalho um sistema automatico foi desenvolvido para determinar o di-
clofenaco de sddio em injetaveis. A reacéo é baseada na oxidac&o do diclofenaco de
sédio com permanganato de potassio em meio acido sendo esta monitorada a 465
nm. A curva de calibracéo foi linear no intervalo de concentracéo de 20-80 mg L™,
com um limite de deteccéio de 0,1 mg L™, desvio padrdo de 0,9% (n = 20) e taxa de
amostragem de 80 determinacdes por hora. O método proposto foi aplicado com
sucesso em trés solucdes injetaveis e as amostras foram comparadas com a meto-

dologia oficial e outros métodos automéaticos que empregam a mesma reacao.

Palavras — chave: Diclofenaco. FIA. Espectrofotometria.
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ABSTRACT

International and national bodies require the development of analytical methods that
are rapid, inexpensive and accurate for the determination of drugs. One way to meet
these requirements a method of flow injection analysis employing multicommutation
and spectrophotometric detection was used. In this paper an automated system was
developed to determine diclofenac sodium in injectables. The reaction is based on
the oxidation of diclofenac sodium with potassium permanganate in acid medium be-
ing monitored at 465 nm this. The calibration curve was linear over the concentration
range of 20-80 mg L-1 with a detection limit of 0.1 mg L-1 standard deviation of 0.9%
(n = 20) and Sample Rate 80 samples per hour. The proposed method was applied
successfully in three injectable solutions and the samples were compared with the

official method and other automated methods employing the same reaction.

Keywords: Diclofenac. FIA. Spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO
1.1 - Caracterizacdo da problematica

A inflamacédo é um processo bioldgico no qual o organismo libera substancias
guimicas como resposta a uma leséo celular. Uma lesdo pode ser considerada fisica
(quando decorrente de um trauma ou uma queimadura), biolégica (quando micror-
ganismos invadem o organismo ou mesmo 0 proprio organismo reconhece suas
proprias células como invasoras) ou quimica (quando estas sdo decorrentes de
substancias acidas ou basicas). Para quaisquer umas das lesdes, recorre-se ao uso
de medicamentos que apresentam a funcdo de diagnosticar, curar, tratar, aliviar e

prevenir sintomas.

Um dos medicamentos mais citados no combate a dor e a inflamacao é o di-
clofenaco de sbédio ou potassio, devido a sua acao inibitéria sobre a enzima ciclo-
oxigenase, sendo esta responsavel pela transformacdo do acido araquidénico em
PGG2. Esses medicamentos séo classificados como antiinflamatorios ndo esteroides
e sado encontrados de diversas formas farmacéuticas que podem ser administrados
por via oral (comprimidos e capsulas), parenteral (injetveis), oftalmica, retal (suposi-

torio) e dermatologica (gel).

Devido a sua rapida absor¢cdo no organismo quando comparados com a via
oral e retal ', a administracéo de diclofenaco por via parenteral € muito utilizado atu-
almente. Como todo medicamento, o diclofenaco ao ser administrado no organismo
apresenta uma série de efeitos colaterais, dentre os quais 0s mais relatados sdo: 0s
efeitos gastrointestinais, dor de cabeca, tontura, edema e lesdo que pode ser hepati-
ca ou renal, sendo em alguns casos, as Ulceras gastricas ou intestinais, Ulceras he-
morragicas, insuficiéncia cardiaca e problemas de visdo?. Sendo evidentes os ca-
sos relatados na literatura por Golcman e colaboradores® e Giovannetti, o que de
alguma forma acaba exigindo um desenvolvimento de metodologia para sua deter-
minacao afim de certificar se a dosagem contida nos rotulos estdo dentro do especi-

ficado pela legislacéo vigente®.

No mundo, o regulamento das metodologias empregadas para a determina-
cdo desse farmaco € realizado pelas Farmacopeias internacionais (no Brasil esta é

dado pela Farmacopeia Brasileira®) que nos (ltimos anos tornaram-se rigorosas,
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exigindo dos laboratoérios de analise, o desenvolvimento de metodologias mais mo-
dernas e métodos que sejam rapidos, precisos e econdmicos®. Como uma saida a
essas exigéncias, os laboratérios de analises estdo recorrendo ao emprego da au-
tomacéo em fluxol”? que conta com as vantagens que estdo além do exigido pelas
Farmacopeias, dentre as quais mais citadas sdo: reducdo dos custos analiticos por
via da diminuicdo do numero de operadores envolvido e o consumo minimo de rea-
gentes e amostral®, o que acaba gerando menos impacto ambiental, no que tange

ao descarte desse farmaco.

Entre os analisadores autométicos em fluxo que é adotado em escala indus-
trial, destaca-se o Analisador por Injecdo Sequencial (SIA)" devido as vantagens
descritas acima, porém comparado outros métodos automaticos, este apresenta
como principal desvantagem a baixa frequéncia analitica, devido a sua injecao ser
dada de modo sequencial, 0 que acaba limitando as analises no sistema. Como
forma de corrigir o problema detectado no sistema SIA sem alterar as vantagens que
0s sistemas automaticos em fluxo tém, o sistema de andlise por injecdo em fluxo,
com o uso da multicomutacdo, mostra-se como uma alternativa para o problema
proposto devido as seguintes vantagens, tais como: automac¢édo da manipulacdo de
solugdes com fluxo intermitente, descartando-se alguns tipos de contaminac¢ao; mi-
nimizacdo do consumo de reagentes e amostras, uma vez que somente quantidades
necessarias sao deslocadas para o fluxo transportador; aumento da frequéncia de
amostragem, o que permite um grande numero de determinacdes em um determi-
nado intervalo de tempo, além da simplicidade e baixo custo de instrumentac&o®, o
gue de alguma forma se encaixa nas exigéncias dada pelas Farmacopeias.

Analisando os efeitos farmacocinéticos quanto ao uso do diclofenaco de sddio
no organismo em sua formulacéo injetavel, as exigéncias feitas pelos organismos
nacionais e internacionais para o desenvolvimento de metodologias para sua deter-
minacdo e as vantagens que os analisadores automaticos em fluxo possuem, pre-
tendeu-se com este trabalho automatizar um meétodo para determinar o diclofenaco
de sédio empregando o conceito de multicomutacdo, uma vez que ja foram descritas

as vantagens e a eficiéncia desse sistema.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 - Objetivo geral

Automatizar um método por andlise por injecdo em fluxo (FIA), envolvendo
conceitos de multicomutacdo com deteccdo espectrofotométrica para a determina-
cao de diclofenaco de sodio, utilizando-se o reagente permanganato de potassio em

meio acido.

1.2.2 - Objetivos especificos

1. Dimensionar o sistema de analise em fluxo quanto aos parametros fisicos e

quimico para a determinacao do diclofenaco de sadio;

2. Realizar a determinacao do diclofenaco de sédio em amostras de formulacéo

farmacéutica injetavel;

3. Comparar o método automatizado proposto com outros métodos automatiza-
dos com deteccao espectrofotométrica que sao descritos na Literatura que
empregam a mesma reacdo, assim como a metodologia oficial proposta pela

Farmacopeia Brasileira;
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1.3REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 - Descricédo do analito

O diclofenaco de sédio é um AINE (antiinflamatérios nédo esteroides), da clas-
se do &cido fenilacético, sendo largamente prescrito para o tratamento das doencas
inflamatérias.'® Este agente foi sintetizado por meio de modelagem molecular na
busca de um AINE com elevada atividade e tolerabilidade.™" *? Possui fracas pro-
priedades acidas (pKa por volta de 4) e sua solubilidade depende do pH do meio,
sendo ligeiramente solavel em agua, muito rapidamente sollvel em tampao fosfato,

pH 6,8 e praticamente insolGvel em acido cloridrico, pH 1,2.1

De acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS), o diclofe-
naco € um farmaco de classe Il, ou seja, apresenta alta permeabilidade, mas com a
solubilidade em meio aquoso insuficiente para dissolver completamente no trato gas-

trointestinal.l*3

A estrutura elementar do diclofenaco é composta por um grupo acido fenilacé-
tico, um grupo amino secundéario e um anel fenilico, onde as duas posicdes orto des-
te anel estdo ocupadas por atomos de cloro como mostra a Figura 1. Esse compos-
to apresenta a constante de acidez igual a 4,0 e o coeficiente de particdo n octa-

nol/agua de 13,4.[141¢)

iCl Cl

HN

(@) ONa

FIGURA 1: formula estrutural do diclofenaco de sédio.
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Analisada ao raio-X, o diclofenaco apresenta um angulo de tor¢ao (a) entre os
dois anéis aromaticos de 69 graus e uma ligacdo de hidrogénio intramolecular (d)

entre o oxigénio da carboxila e o hidrogénio amino.**¢

Quando analisado no espectro da regido ultravioleta, o diclofenaco de sdédio
solubilizado em metanol mostra caracteristicas de absor¢cdo aromatica, apresentan-
do comprimentos de maxima absor¢cdo em 276 e 283 nm e absortividades molares
em: €276 = 1,0.105 e €283 = 1,05.105 L mol-1cm-1.1*"]

1.3.2 - Propriedades farmacocinéticas

O diclofenaco de sodio pode ser administrado por via oral, topica, intravenosa,

intramuscular e retal.*®

Os AINE séo rapidamente absorvidos no trato intestinal, apresentando picos
de concentracao plasméatica em 2 — 3 horas que pode ser alterado quando o uso do
AINE esta associado com a ingestdo de alimentos. O efeito provocado quando se
associa o AINE com a ingestédo de alimentos esta no efeito retardante de sua absor-
cdo, 0 que acaba afetando o pico de concentracao da droga. Mas devido a sua rapi-
da absorcéo por via oral, a sua meia-vida de eliminacéo € de 1 a 2 h, o que faz com
gue seu efeito terapéutico seja consideravelmente mais longo que a meia-vida plas-
matica. A explicacdo para esse efeito é devido ao acumulo no liquido sinovial apos a

sua administragéo.*®

A administrac&o oral e parenteral do diclofenaco é diretamente proporcional a
dose, quando administrado entre 25-150 mg. A administracdo de uma dose usual de
50 mg, 3 vezes ao dia, ou 75 mg duas vezes ao dia, produz o mesmo efeito quando
comparado a administracédo de dose tnica.™®?% Apés a administragao, o diclofenaco
sofre metabolizag&o hepatica pelo citocromo P450 (CYP), produzindo como principal
metabdlito o 4-hidroxidiclofenaco, além de outros produtos hidroxilados. Apos hidro-

xilac&o, sofre conjugacdo com acido glicurénico e com sulfato.™® 2

A biodisponibilidade do diclofenaco aumenta linearmente apds administragéo

de doses terapéuticas entre 25 e 150 mg, pelas vias oral, retal e muscular. Entretan-
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to, drogas utilizadas pelas vias oral e retal sofrem o efeito de primeira passagem pe-
lo figado, que reduz sua biodisponibilidade em 50%. Estudos avaliando a biodispo-
nibilidade do diclofenaco administrado por via muscular em grupos que receberam
doses de 50 e 75mg, sugerem que a biodisponibilidade deste farmaco esteja direta-
mente relacionada ao seu efeito analgésico e que exista um efeito teto acima, no
qual o aumento da biodisponibilidade da droga ndo esteja associado com a melhora

na qualidade da analgesia pés-operatdria.??

Quando se administra 75 mg de diclofenaco, por via intramuscular, as con-
centragdes plasmaticas maximas sdo atingidas entre 10 e 22 min. Foi observado
que a area sob a curva de concentracdo plasmatica (AUC), alcancada apés a admi-
nistracao parenteral da droga, € de aproximadamente o dobro da area sob a curva
obtida apds administracdo da mesma dose por via oral. Atribui-se essa diferenca ao
metabolismo de primeira passagem que ocorre ap0s a administracdo oral da dro-
ga.[19]

Sendo o diclofenaco um acido fraco, buscou-se alternativas em suas formula-
cOes para se obter uma maior rapidez na sua absor¢cdo e, consequentemente, na
sua atividade farmacolégica. A suspensao do sal de potassio, por exemplo, apresen-
ta alta taxa de absorcdo com correspondente aumento da concentracdo plasmatica,
antecipando o efeito analgésico, o que é muito desejavel na pirexia, processos in-

flamatorios orais e dismenorreia.?®

Na busca de reducdo das reacdes adversas, maximizacdo do efeito local e
minimizacéo da toxicidade sistémica, Pereira e colaboradores.* demonstraram re-
sultados favoraveis aos AINE de uso topico com alivio da dor e melhoria da funcéo e
rigidez articular. A quantidade de diclofenaco s6dico absorvida através da pele é
proporcional ao tempo de contato e a area da pele coberta com 0 mesmo e depende

da dose tépica total e da hidratacdo da pele.®!

Apoés absorcao, o diclofenaco se liga as proteinas plasmaticas na proporcao
de 99,7% ficando confinado no compartimento central. Isso se reflete por seu baixo
volume de distribuicdo (Vd = 0,1 a 0,2 L/Kg)."™® Como o diclofenaco apresenta-se

altamente ligado as proteinas plasmaticas, este podera deslocar outros medicamen-
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tos do sitio de ligagdo, como € o caso do uso concomitante com o metotrexato, com

consequente aumento do nivel sanguineo do Gltimo.!? ¢!

Uma vez absorvido no organismo, O diclofenaco € eliminado na urina (65%) e
através da bile (35%). Sendo que valores menores que 1% € excretado na urina de
forma inalterada.™ A eliminacao é rapida, cerca de 90% da depuracéo acontecendo
entre 3 e 4 h apds a administracdo oral ou intravenosa do diclofenaco. Ap6s a admi-
nistracao oral ou intravenosa, aproximadamente 61% da dose injetada foram excre-

tados na urina e 30% nas fezes.?”!

1.3.3 - Determinacdes de diclofenaco de sédio em formulagdes farmacéuticas e

fluidos biolégicos por espectrofotometria UV visivel

A presente revisao de literatura compreende referéncias que cobrem o perio-

do de 2004 a 2013, usando nesse caso o banco de dados do Science direct./®!

Na Literatura cientifica observa-se que ha muitos trabalhos que visam a de-
terminacdo do diclofenaco em formulacdes farmacéuticas e em fluidos biolégicos
utilizando os métodos espectrofotométricos devido a sua viabilidade em termos de

simplicidade e baixo custo.®

Atualmente o método oficial adotado pelas Farmacopeias € a titulacdo poten-
ciométrica.?® Esse método de determinacado para o diclofenaco utiliza uma solucéo
padronizada de acido perclorico. Por se tratar de um método titulométrico, este
apresenta a desvantagem quanto ao consumo elevado desse reagente, 0 baixo nu-
mero de determinacdes que podem ser realizadas e o0 uso de equipamentos espe-

cializados.

Buscando uma forma mais versétil, simples e de baixo custo para determinar
o diclofenaco em formulagbes farmacéutica, Ghasemi e colaboradores®” propuse-
ram um método para determinar o alcool benzilico e o diclofenaco em formulagdes
injetaveis através da aplicacdo de um método de calibracdo multivariada. Por um
método de calibragcdo multivariada como minimos quadrados parciais, foi possivel

obter um modelo ajustado para os valores de concentragcdo das misturas. Neste es-
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tudo, o modelo de concentracdo € baseado no espectro de absor¢éo na faixa de 230
e 320 nm para 25 diferentes misturas de alcool benzilico e diclofenaco. A faixa de

calibracao foi de 1- 50 mg.mL™ de diclofenaco.

Dois métodos foram apresentados para a determinacdo quantitativa e simul-
tanea de alcool benzilico e diclofenaco em varias formas farmacéuticas. O primeiro
método consiste na utilizacdo de um derivado do espectro do divisor de razdo dupla
de densidade éptica. A faixa de determinacéo foi linear é 12-45 mg.mL™. No segun-
do método, os sinais analiticos sdo medidos em comprimentos de onda que corres-
pondem a maximos ou minimos para ambos 0s farmacos nos espectros da primeira
derivada para razdo de densidade Optica da amostra e da solucdo padrdo de uma
das drogas. Neste caso, os intervalos lineares para a determinacdo foi de 14-45

mg.mL .3

Choudhary e colaboradores!® propuseram um método para a estimativa si-
multanea de diclofenaco de sbdio e rabeprazole em forma de dosagem combinada.
O metanol foi utilizado como um solvente comum para ambos os farmacos. A linea-
ridade foi observada em ambos os comprimentos de onda na gama de concentracao

de 10-50 mg.mL™ para cada droga.

Kormosh®® desenvolveu um método para determinar diclofenaco de sédio em
preparacdes farmacéuticas. Este método baseia-se na reacdo de diclofenaco de so6-
dio com reagente BIK em pH 8,5 e 10,5 com extracdo dos ions do complexo colori-
do. Este complexo de ions associados na proporcdo (1:1) foi detectado e extraido
com tolueno apresentando uma absorcdo maxima de 566,2 nm contra o branco do
reagente. A curva de calibracdo foi linear 0,9-11 mg.mL™ do diclofenaco e do limite

deteccao foi de 0,86 mg.mL™.

Ghiasvand e colaboradores®! Desenvolveram um método de extracéo-
liquido/liquido para determinacdo de diclofenaco em urina. A concentragdo do com-
posto de cor foi extraida e sua absorbancia determinada em 376 nm. A absorbancia
méxima foi atingida em 1,5 e 7,0 mol.L™ em solucdes aquosas de metanol e 4cido
nitrico. A absor¢édo das solugfes de diclofenaco em agua e metanol obedeceu a lei

de Beer na faixa de 1,0-30 e 0,5-40 mg.mL™ respectivamente, com absortividades
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molares de 7,4 x 10°e 1,3 x 10* L mol™ cm™, respectivamente e LOD (limite de de-

teccdo) em 0,03 ng. mL™.

Mitic e colaboradores®® desenvolveram um método baseado na cinética de
uma reacdo para a determinacdo de microquantidades de diclofenaco de sodio em
formulagédo farmacéutica e em soro de controle humano. A reag&o foi monitorado
espectrofotometricamente a partir da taxa de aparecimento do complexo diclofena-
co-cobalto em 376 nm. As condicfes otimizadas originou um LOD tedrico de 1,29

mg.mL™.

Ciapina e colaboradores®®® propuseram um método para a determinacdo de
diclofenaco de sodio (ou potassio) na forma pura e em preparacfes farmacéuticas.
O método é baseado na reagdo de diclofenaco com tetracloro-p-benzoquinona (p-
cloranil) em metanol. Esta reacao foi acelerada pela irradiacdo da mistura reagente
com energia microondas (1100W) por 27 segundos, produzindo um complexo de
transferéncia de carga com um maximo de absor¢cdo em 535 nm. A lei de Beer foi
obedecida num intervalo de concentracdo de 1,25x10™ a 2,00x10 mol.L* com um
coeficiente de correlacéo de 0,9993, limite de deteccdo (LOD) de 1,35x10™° mol.L™" e
limite de quantificagéo (LOQ) de 4,49x10™ mol.L™.

Um método espectrofotométrico foi proposto por Matin e colaboradores®®” pa-
ra a determinacdo de diclofenaco de sddio em formulacGes farmacéuticas baseado
na sua reacdo com o acido nitrico concentrado (63% w / v). O produto da reacao é
um composto amarelado, com uma absorbancia que foi monitorada a 380 nm. A
curva de calibragéo é linear no intervalo de 1,0-30 mg.L™ , enquanto que o LD é de
0,46 mg.L™.

De Souza e Tubino®® propuseram um método modificado para a determina-
cdo espectrofotométrica do diclofenaco em preparacbes farmacéuticas utilizando
como reagente uma solucao aquosa de cobre (Il). Um complexo de cor verde é for-
mado entre o cobre (Il) e o diclofenaco com um maximo de absor¢cdo em 680 nm. As
condicées 6timas foram encontrados em pH 5,3, 50,0 mg.mL ™ (acetato de cobre (I1)
em 0,01 mol.L™* de uma solucéio de &cido acético) e de trés extracdes com clorofér-
mio, usando um volume total de 5,0 mL. O RSD do método proposto foi de cerca de
2,3% para o diclofenaco de sodio. O coeficiente de correlagéo linear foi 0,9984 para
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o sal de sodio, a faixa linear foi de 1,0 - 25,0 mg.mL™ em solucéo de trabalho. O
LOD é de 0,2 mg.mL™ e 0 LOQ é de 0,7 mg.mL™.

Barry e colaboradores?®” descreveram um método para determinar diclofena-
co de sodio em formulagcdo farmacéutica baseado na reacéo do diclofenaco com fer-
ro(lll) para produzir ferro (II) que reage com hexacianoferrato de potéssio (lll) para
gerar um composto de coloracdo azul que foi medido em 710 nm. O intervalo de

concentracéo foi linear de 1 e 6 mg.L™.

Gushan e Pandey*® desenvolveram uma metodologia para determinar diclo-
fenaco em formulacdes farmacéuticas a partir da estimativa da curva de calibracéo
desse farmaco. O método € baseado na determinacao de diclofenaco em metanol
(20% v/v metanol) apresentando a linearidade no intervalo de concentragéo de 4 a
27 mg.L™.

1.4. — Métodos automaticos

Nos ultimos anos, uma grande parte da Quimica Analitica tem-se voltado para
o desenvolvimento de sistemas automéaticos, bem como de metodologias e adapta-

coes para esse fim."*!

Os argumentos para a utilizacdo da automacédo séo bastante variados, sendo
comumente empregada para garantir maior seguranca do analista no manuseio de
substancias que potencialmente possam oferecer riscos a saude, reduzir 0os custos,
devido ao baixo consumo de reagentes e amostras, executar procedimentos em um
menor intervalo de tempo, diminuir o esforco humano, melhorar a precisdo das ana-

lises, etc.[*!

Os analisadores automéaticos podem ser classificados em trés grupos: anali-
sadores automaticos discretos ou em batelada, automaticos robotizados e automati-

cos em fluxo.

Os analisadores automaticos discretos, ou em batelada, sdo versdes mecani-

zadas de métodos classicos manuais. Geralmente, caracterizam-se por usarem um
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recipiente individual para cada amostra e por transportar a mistura reacional para o
detector através de um sistema mecéanico, comumente, em forma de bandeja. Nor-
malmente, as medidas sao realizadas apds o estabelecimento do equilibrio quimico
e fisico da reacdo em estudo, objetivando alcancar a maxima sensibilidade analiti-

ca.l*?

Os analisadores em fluxo apresentam as caracteristicas de processamento da
amostra e reagente em fluxo continuo, seccionado ou néao por bolhas de ar. De uma
forma geral, devido a quantidade crescente de analisadores em fluxo desenvolvidos,
a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)***% tem recomendado
uma classificacdo de acordo com o processamento da amostra e/ou reagente(s)

bem como da caracteristica basica de seu fluxo.

Apesar da importancia dos métodos discretos, e, sobretudo dos métodos ro-
botizados, na implementacdo e automatizacdo de procedimentos laboratoriais, 0s
métodos de fluxo registram um acentuado crescimento, tanto em termos de divulga-
cdo, como em &reas de aplicacdo e até em receptividade por parte da comunidade
cientifica.l*+ %%

Desde o desenvolvimento do primeiro analisador automatico em fluxo®, em
1957 até a atualidade, inameros analisadores tém sido propostos, como pode ser
visto na Figura 2. As diferentes combinac8es de caracteristicas, como o tipo de con-
fluéncia, bombeamento/aspiracdo de amostras e reagentes e sua segmentacéo de-
finem as peculiaridades de cada sistema.

Segmented flow Monosegmented flow Multicommutation in
analysis (SFA) analysis (MSFA) flow analysis (MFA)

1955 1960 1975 1980 1985 1990 1995 2000

e -

Flow Injection Sequential injection Flow-batch
analysis (FIA) analysis (SIA) analysis (FBA)

FIGURA 2: Linha do tempo com os principais analisadores automaticos em fluxo.
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A Figura 3 mostra as caracteristicas que sdo comuns a todos os analisadores
automaticos. Ou seja, os analisadores automaticos possuem em comum um sistema

de propulsao, injecdo, mistura ou reacao e deteccao.

No sistema de propulsédo, o fluido geralmente é transportado por uma bomba
peristaltica (Figura 2. a), mas na auséncia deste, uma bomba de aquéario, bomba
pistdo, a gravidade ou até mesmo uma seringa hipodérmica pode ser utilizada. A
insercao da amostra e do reagente é realizada normalmente por injetores proporcio-

nais, valvulas rotatorias e valvulas solenoides (Figura 2. b).

Em sistemas FIA, a mistura reacao geralmente é feita em bobinas helicoidas,
mas estas podem ser modificadas para se adequar ao sistema, como mostra a Figu-

ra 2. c. O(s) analito(s), em sistema FIA, pode ser determinado em varios detectores.
(Figura 2. d).

a) b) c) d
< Fotométrica
< .. g a’.t
Bomba peristaltica = o SR Potenciométrica ﬁ_
o . L W =
v =
i — p— 5 L 3
T — e Ijutar Espectrometria
O O Proporconal 000000000 g ,
Reator Empacotado
Pressio Gasosa A 3
Injegdo Midrodinimica Dispositivos de . ]
Bomba Pistio ou Seringa 30 / Dk
PROPULSAO INJECAO MISTURA / DETEC
DOS FLUIDOS SEPARACAO CAO

FIGURA 3: Diagrama esquematico de um sistema de analise em fluxo simples. (a)
exemplos de sistemas para propulsao dos fluidos, (b) exemplos de sistemas de inje-
cao, (c) exemplos de sistemas de mistura e (d) exemplos de detectores.

A seguir sera discorrido sobre os analisadores automaticos que sao mostra-
dos na Figura 2, dando maior énfase ao analisador em fluxo com multicomutacao
(MFA), mostrando assim a importancia desse analisador para o melhor entendimen-
to do trabalho proposto.
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1.4.1 - Analise em fluxo segmentado (SFA)

O desenvolvimento do primeiro sistema de andalise em fluxo ocorreu em 1957
por Leonard Skeggs, ¥ um pesquisador de laboratério clinico. Esse sistema, que foi
inicialmente denominado de andlise em fluxo continuo (do inglés: Continuous Flow
Analysis — CFA) e gque logo em seguida teve a sua terminologia alterada para anali-
se em fluxo segmentado (do inglés: Segmented Flow Analysis - SFA), tem como

principio a segmentacdo da amostra por bolhas de ar.

Nesse sistema, a amostra é aspirada e segmentada por bolhas de ar seguida
da adicdo do reagente. Esse conceito alcan¢cou uma ampla aceitacao, principalmen-
te, no campo das analises clinicas, decorrente do desenvolvimento e comercializa-
cdo dos AutoAnalyzer Technicon. Seu uso em laboratérios clinicos tem diminuido
devido a um movimento em dire¢do a sistemas mais altamente automatizados, que
requerem um menor envolvimento do operador e menor consumo de reagente e
amostra, fator importante para reacdes enzimaticas. O SFA é ainda dominante em
laboratérios de grande porte, especialmente para determinagfes utilizando procedi-

mentos extensos ou complexos.®?

1.4.2 - Analise por injecdo em fluxo (FIA)

Em 1975, Ruzicka e Hansen!®® introduziram o conceito sistema de analise em
fluxo, que ficou conhecido, internacionalmente, pelo acronimo FIA (do inglés: Flow
Injection Analysis). Esse processo de andlise quimica, que foi inicialmente desenvol-
vido no Brasil durante a assessoria do até entdo perito da Agéncia Internacional de
Energia Atdmica Dr. Jaromir Ruzicka a instalacéo do laboratério de Quimica Analiti-
ca do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo (CE-
NA/USP) tornou-se uma notéria ferramenta para automacéo de procedimentos anali-

ticos em todo o mundo.®*
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Diferente do sistema SFA, no sistema por injecdo em fluxo o volume da amos-
tra € inserido em um fluido carregador ndo segmentado, onde nesse trajeto, a rea-

cao ocorre até alcancar o detector.

O sistema FIA apresenta a vantagem na realizacdo de estudos cinéticos, con-

sumo minimo da amostra, instrumentacdo simples e elevada velocidade analitica.

Como ndo h4 segmentacao por bolhas de ar nesse sistema, a amostra sofre
dispersédo durante o transporte para o detector, o que acaba alterando o equilibrio
fisico e quimico. Como consequéncia dessa alteracdo, ha uma diminuicdo na sensi-
bilidade do método, quando comparado com outros analisadores automaticos. Outra
desvantagem observada em sistema FIA, quando comparado a outros analisadores,
consiste na baixa flexibilidade, ou seja, caso seja necessario alterar uma configura-
¢cdo no sistema, novos parametros devem ser realizados, tais como, vazao, nivel de

disperséo, intercontaminacdo entre outros.

O sistema FIA gerou grande impacto,** na comunidade cientifica desde o seu

primeiro trabalho até os dias atuais, o que pode ser visto em livros e artigos.

1.4.3 - Analise em fluxo monossegmentado (MSFA)

O primeiro sistema brasileiro foi desenvolvido por Célio Pasquini no seu traba-
lho de tese no Instituto de Quimica da Universidade de Campinas!®”, sendo divulga-

do a comunidade cientifica internacional em 1985.54

O sistema em fluxo monossegmentado foi proposto como um hibrido do SFA
com o FIA, agregando aspectos importantes dos dois sistemas.®” Nesse sistema, a
amostra é inserida entre as bolhas de ar, o que acaba gerando vantagens tais como,
a minimizacdo da dispersao longitudinal, processamento simultdneo de amostra e
consumo minimo de amostras quando comparado com sistema FIA, além de evitar a
intercontaminacdo das amostras, o que pode ser muito eficiente para reacdes de

cinética lenta.
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Diversos procedimentos analiticos tém sido desenvolvidos explorando as ca-
racteristicas do sistema MSFA como, por exemplo, titulacdo,’®® andlise de ga-

ses!®" %8 e extracao.!®*

Uma discussao é levantada, acerca da confusdo de nomenclatura, levantada
por Ceélio Pasquini, no artigo “Por que ele € Chamado de Analise em Fluxo Monos-
segmentado”.["Y! Nesse trabalho, o autor lembra que o sistema MSFA foi original-
mente nomeado de MCFA (do inglés: monosegmented continuous flow analysis) e
esta nomenclatura permaneceu em uso até que as recomendacdes da IUPAC sobre
a classificacdo e definicdo de métodos analiticos em fluxo foram publicadas.®>
Desde entdo, varios pesquisadores tém reconhecido que a palavra "continuo" ndo
contribui significativamente para a descricdo do processo gque ocorre nesse sistema
de fluxo, e acolheram o nome recomendado pela IUPAC, monosegmented flow
analysis, porém outros permanecem no equivoco chamando tal sistema ainda pelo

termo MCFA ou dando outras nomenclaturas, como por exemplo SFIA.["Z

1.4.4 - Analise por Injecdo Sequencial

O conceito SIA foi proposto por Ruzicka e Marshall em 1990 e significa anali-
se por injecdo sequencial. Este Sistema de andlise € um sucessor do Sistema FIA e
tal como este, 0 SIA € uma técnica de fluxo continuo ndo segmentado com base nos
mesmos principios de disperséo controlada do conceito FIA, mas cujo modo de fun-
cionamento baseia-se no conceito de fluxo programavel. Um sistema béasico SIA é
constituido por um dispositivo bidirecional de propulsdo, uma bobina de retencao,
uma valvula de selecao de multiposi¢cdes, um detector, tubos adequados para unifi-

car todos os componentes diferentes do sistema e um microcomputador.”

No sistema SIA, volumes de amostra e reagente sado aspirados de forma se-
guenciada através de uma bomba peristaltica ou bomba pistdo. A valvula seletora
apresenta varios canais, em média de seis a dez e uma Unica saida, no qual volu-
mes pré-determinados de amostra e reagentes sao deslocados para o interior do

coletor, onde pode ocorrer a homogeneizacdo, a mistura ou a separacéo das solu-
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cOes. Apos essa etapa, a direcdo do fluxo é invertida e a mistura € direcionada para

o detector.

A grande desvantagem do sistema SIA, quando comparado com outros anali-
sadores automaticos, esta na baixa frequéncia analitica, uma vez que as solucdes

sao aspiradas de forma sequencial.

1.4.5 - Analise em Fluxo com Multicomutacdo (MFA)

Em meados da década de 90, outro pesquisador brasileiro, propds uma me-
todologia analitica automética baseada em sistemas de fluxo multicomutado. Esse

sistema foi batizado de anélise em fluxo multicomutado (MFA).™

A principal caracteristica do sistema desenvolvido por Boaventura Reis € a in-
sercdo de pequenas aliguotas da amostra e do reagente de forma consecutiva e al-
ternada, originando uma amostragem binaria. Essa formacdo de zonas reacionais
favorece o processo de homogeneizagao entre a amostra e o reagente, nao influen-

ciando na velocidade analitica./*®!

O modulo de andlise é constituido por um conjunto de vélvulas solenoides
que sdo acionadas por um acionador valvulas ou interface eletrénica que sédo contro-
ladas pelo microcomputador. Com um recurso como este é possivel controlar a in-
sercao precisa dos volumes de reagentes e amostra apenas pelo tempo de aciona-
mento e um canal de bombeamento. Outra questdo observada esta no controle do
software de acordo com o procedimento analitico no qual é possivel fazer alteracbes

somente no mesmo sem alterar a estrutura fisica do sistema.[’®

A Figura 4 mostra uma valvula solenoide de trés vias e o modelo de como

ocofre O processo de amostragem.
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FIGURA 4: Esquema de uma valvula solenoide e o processo de amostragem. A —
amostra; V- valvula; R — reagente. (a) — insercdo da amostra; (b) - fase inicial do
transporte; (c) — fase final do transporte.

De acordo com a Figura 3 (a), o acionador de valvula ou a interface eletroni-
ca, controladas pelo microcomputador permite a inser¢cdo da amostra e reagente de
forma comutada, ou seja de forma alternada. Seguida da insercéo, na Figura 3 (b),
h& o inicio do processo de transporte pelo carregador iniciando o processo de ho-
mogeneizacdo. Na Figura 3 (c), a amostra esta totalmente homogeneizada no rea-
gente e sendo esta transportada pelo carregador até o detector, 0 que acaba carac-

terizando a fase final do transporte.

Além da vantagem de se controlar com precisao a inser¢ao de aliquotas de
amostra e reagente, o sistema MFA apresenta outras vantagens, tais como: auto-
macdo da manipulacdo de solu¢des em fluxo intermitente, consumo minimo das so-
lugdes, o que acaba gerando menos efluentes, tamanho compacto e o baixo custo
de instrumentalizacéo, o que acaba por ajudar o operacionalizador na instrumentali-
zacao em campo. Aliado a todas essas vantagens, o sistema MFA é potencialmente

aplicado & Quimica verde.!””

1.4.6 - Analisador em Fluxo Batelada (FBA)

Esse sistema foi proposto por pesquisadores brasileiros da Universidade Fe-

deral da Paraiba, sendo seu primeiro trabalho divulgado por Honorato e colaborado-
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rest*® 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 propulsédo dos fluidos geralmente é feita através da bomba peristaltica, en-
quanto que a adicdo é realizada através das valvulas solenoides que séo acionadas
pela interface e controladas pelo microcomputador. Recentemente em 2012 foi lan-
cado um artigo de revisdo mostrando as determinacdes que foram realizadas nesse

analisador. !

1.4.7 — Uso dos Métodos automaticos com deteccado espectrofotométrica para
determinacédo de diclofenaco em formula¢c6es farmacéuticas e fluidos biolégi-

Ccos

Um artigo de revisdo publicado em 2007 por Tzanavaras e colaboradores!”
descreve a importancia que os cientistas estdo dando ao uso dos sistemas FIA em
analises farmacéuticas. O autor divide as analises FIA em trés secfes: A primeira
secdo aborda sistemas FIA homogéneos e inclui métodos baseados em: medidas
de UV diretos, interacdes dos metais com as drogas e as varias reacdes com forma-
céo de compostos coloridos. A segunda secéo discorre sobre os sistemas FIA hete-
rogéneos e especificamente a utilizacdo de reatores em fase sélida e os sensores
Opticos; a terceira parte da revisédo € dedicada aos sistemas FIA com pré-tratamento

(hidrélise, digestao e fotdlise) das amostras.

Em 2006, Pimenta e colaboradores® publicaram um artigo de revisdo mos-
trando a eficiéncia e a crescente demanda no uso de sistemas SIA para determina-
cdo de farmacos.

Devido as varias formas que podem ser determinados os farmacos em siste-
mas FIA e SIA, a presente revisdo compreende a determinagao de diclofenaco em

formulac&o farmacéutica e fluido corporal no periodo de 2001 a 2013.1*!

Em 2001, Garcia e colaboradores!’® descreveram um método para determinar
diclofenaco e acido mefenamico em formulagbes farmacéuticas por FIA. O método

baseia-se na reacéo do diclofenaco com uma solucéo de ferricianeto de potassio. A
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medida de absorbancia do diclofenaco foi mensurado em 455 nm e a curva de corre-

lacao foi linear no intervalo de 0,2 a 20 mg.L™.

Sutan'” desenvolveu um método para determinar diclofenaco de sédio em
formulacdes farmacéuticas usando o conceito SIA. Este método € baseado na oxi-
dacédo do diclofenaco com permanganato em meio a acido sulfarico e foi monitorado
em 450 nm. A curva de calibrac&o foi linear no intervalo de 30 a 135 mg.L™* com limi-

te de deteccdo 0,24 mg.L™ e limite de deteccdo em 0,7 mg.L™.

Idris Abubakr®! descreve um planejamento fatorial para determinar diclofena-
co em formulacdes farmacéutica, usando o conceito SIA. Esta reacdo baseia-se na
oxidacdo do diclofenaco com permanganato em meio a acido sulfurico e foi monito-
rado em 450 nm. A diferenca observada desse método com o descrito por Sutan!®
est4 na realizacdo de um planejamento fatorial de 2° dos niveis de condicéo experi-
mental para determinar a quantidade do volume da amostra, do reagente e a con-

centracdo do reagente em fluxo.

Rodrigues e colaboradores® propos um método de andlise por injecdo se-
guencial (SIA) para determinar a concentracao de diclofenaco em amostras de urina
e formulagBes farmacéuticas. O método é baseado na reacdo do diclofenaco com
permanganato de potassio em meio alcalino que foi monitorado em 450 nm. A in-
fluéncia sobre o sinal analitico do comprimento do reator, o volume de permangana-
to, o volume da amostra e a taxa de fluxo foi investigada usando um parametro de
concepcgao Taguchi. Sob condigdes ideais, o intervalo linear da curva de calibragéo
variou 10,0-100,0 mg.L™, com um limite de deteccdo de 5,0 mg. L. Uma taxa de
amostragem de 15 determinacées por h™* foi alcancada, o desvio padréo relativo da

repetibilidade analitica foi menor que 3,0% em todos 0s casos.
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2. EXPERIMENTAL

2.1 - Reagentes e Solug¢des

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico de pureza e todas as
solugdes foram preparadas com &gua deionizada. A vidraria laboratorial utilizada foi
previamente mantida e lavada sob uma solucao sulfonitrica. (Proporcdo de 1 parte

de acido sulfurico para 3 partes de acido nitrico).

Uma solucdio estoque de 1000 mg.L™ de 2 - [(2,6-diclorofenil) amino] benze-
noacético monossaédico (Synt) foi preparado pela dissolucédo desse sal em de agua.
SolucBes de trabalho com concentragées de 20, 40, 60 e 80 mg.L™ de 2 - [(2,6-
diclorofenil) amino] benzenoacético monossaédico foram preparadas a partir da dilui-
cao da solucdo estoque. Essas solugBes foram utilizadas para a otimiza¢do e cons-

trucdo da curva analitica do sistema de analise em fluxo por valvulas solenoides.

Solucdo de permanganato de potassio(Impex) de 4x10™ Mol.L™ foi preparado
pela dissolucdo de 0,0063 g desse sal em 100 mL de uma solucédo de 0,1 Mol.L™ de
acido sulfurico. Apés o preparo, essa solucado foi estocada em um frasco ambar para

evitar a decomposi¢cao do permanganato.

Trés amostras de ampolas de solucéo injetdvel com concentracdo descrita
pelo fabricante de 75 mg de diclofenaco de s6dio em 3 mL foram utilizados. A partir
dessas ampolas foi retirado aliquotas para preparar uma solucdo na concentracao
de 25 mg.L™. Essas solucdes foram analisadas de acordo com o descrito pela Far-
macopeia Brasileira® e pelo método proposto.
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2.2 — Equipamentos

Para o sistema proposto, foi utilizado uma bomba peristaltica Ismatec IPC-8,
com tubos de propulsdo de Tygon para o transporte das solucdes, trés valvulas so-
lenoides 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, re-

agente e solucao transportadora.

Para aquisi¢céo e controle de dados, um microcomputador Pentium Il foi aco-
plado as valvula solenoides via entrada LPT 1 e ao espectrofotdmetro (Femto, mo-
delo 700 plus) via entrada digital RS 232 C. O programa para controle do médulo de

analise e aquisicdo de dados foi desenvolvido em linguagem Quick Basic 4.5.

Para o estudo analitico da banda de absorcdo para a reacdo do diclofenaco
de s6dio com permanganato de potdssio em meio 4cido e para a determinacdo do
método de referéncia descrito pela Farmacopeia Brasileira [5], utilizou-se um espec-
trofotbmetro com duplo cromador. (SHIMADZU UV-2550).

Para a validacdo do método, o espectrofotdometro (Femto, modelo 700 plus)

foi utilizado.

2.2.1 — Mé6dulo de anélise

O modulo de andlise foi baseado num Sistema de Andlise em Fluxo por Multi-
comutacdo com o uso de trés valvulas solenoides de trés vias. Os comutadores in-
dependentes foram submetidos pela linguagem escrita Quick Basic 4.5, controlando
os fluxos de amostra e reagentes permitindo, assim, comutar (redirecionar) os fluxos

e, portanto flexibilizar o sistema para formas totalmente automatizadas.

O modulo de analise proposto é caracterizado como moédulo de aspiracdo, ou
seja, nesse modulo de analise, o sistema de propulsdo (bomba peristaltica) esta po-

sicionado no final do médulo de analise, como mostra a Figura 5.
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FIGURA 5: Modulo de analise do sistema em fluxo por multicomutacdo com valvulas
solenoides por aspiracdo para determinar diclofenaco em formulacéo injetavel. V1,
V2, V3 — Valvulas solenoides; A — amostra (diclofenaco); R1 — reagente (permanga-
nato de potassio 4x10-4 Mol. L-1); Ca — carregador (Agua deionizada); B — bomba
peristaltica; R- reator; D — (detector): Espectrofotbmetro; AB — amostra binéaria; T1 —
tempo de acionamento da valvula V1; T2 — tempo de acionamento da valvula V2; T3
— tempo de acionamento da véalvula V3; W— descarte.

Na forma como €é apresentada a Figura 4, todas as valvulas estao desligadas
e a solucdo transportadora (CA) é aspirada através da valvula V3(linha cheia) em
direcdo ao detector, formando a linha de base. Na sequéncia, as valvulas V1, V2 e
V3 séo ligadas, sendo que as duas ultimas sdo acionadas de forma alternadas, per-
manecendo V3 continuamente acionada, até o fim do numero de ciclos de aciona-
mento definidos (ver diagrama de tempo), quando, entédo, todas as valvulas seréao
desligadas. Essa sequéncia de eventos insere alternadamente (na Figura 4 corres-
ponde a AB) no percurso analitico as quantidades definidas de solu¢bes de amostra
e reagente, as quais sao direcionadas a zona de confluéncia e uma bobina helicoidal

(reator).
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Estudo espectrofotométrico para a reacdo Diclofenaco com Permangana-

to de potassio em meio acido

Os artigos publicados na Literatura cientifica descrevem que a banda de ab-
sorcdo para a reacdo do diclofenaco de sédio com o permanganato de potassio é
4508 =8 oy 455 nm.I"® Para 0 melhor esclarecimento a respeito da melhor banda
de absorcao, foi realizado um estudo espectrofotométrico para a reagcdo em questao,

como mostra a Figura 6.

Absorbancia
[N

0 . , . , . , . : : ,
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FIGURA 6: Espectro eletronico para a reagcao diclofenaco com permanganato de
potassio em mio acido (A max. = 465 nm).

De acordo com a Figura 5, percebeu-se que a reagcdo em questao apresentou
uma coloracdo marrom com boa absortividade molar e resolugdo analitica, na faixa

de 380 a 600 nm, com comprimento de onda maximo em 465 nm.
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3.2 — Otimizacado do sistema de analise por injecdo em fluxo que emprega con-
ceito de multicomutacdo para a determinacdo do diclofenaco em formulacéo

injetavel

No sistema proposto foram avaliados e otimizados os parametros necessarios
para determinar o diclofenaco de sédio em formulacéo injetavel, empregando-se o
método univariado para verificar quais foram os melhores sinais analiticos. Os para-
metros avaliados foram: vaz&o, o numero de ciclos, bobina da reacéo (reator), estu-
do da concentracdo do reagente, tempo de insercdo do reagente e o tempo de in-

sercdo da amostra.

3.2.1 - Estudo da vazao

Inicialmente foi realizado o estudo da vazéo, que tem por objetivo avaliar o vo-
lume da solucdo que pode ser transportado para o sistema através da bomba peris-

taltica em um determinado tempo.

Utilizando o sistema mostrado na Figura 5, o estudo da vazao foi avaliado no
intervalo de 2,5 a 4,0 mL.min™, o que equivale a um volume respectivamente de 41,7
a 66,7 UL. Observou-se um aumento no sinal analitico com a vazao até 3,5 mL.min™,
em seguida um decréscimo do mesmo a vazdo de 4,0 mL.min™. Verificou-se que a
vazao superior a 3,5 mL.min™, ocorria um aumento na presséo hidrodindmica, o que
acarretava na diminuicdo do sinal analitico e uma instabilidade na linha de base, as-
sim como uma maior dispersdo a vazao inferior a este. A vazdo definida foi a de 3,5
mL.min, devido ao maior sinal analitico, a menor disperséo e a estabilidade na linha

de base, como mostra a Figura 7.
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FIGURA 7: Estudo da vazéo. Solucdo de referéncia de diclofenaco de sodio 40
mg.mL™; Tempo de insercdo da amostra 0,25 s; Tempo de insercdo do reagente de
0,2 s; Bobina de 40 cm; Ciclo de amostragem 8.

3.2.2 — Estudo do numero de ciclos

O numero de ciclos corresponde a insercdo alternada (comutada) de aliquo-
tas de amostra e reagente na zona de amostragem. Esse estudo foi avaliado em um
intervalo de 6 a 12 ciclos, no qual se verificou um aumento no sinal analitico com até
10 ciclos, ocorrendo em seguida um sinal constante para ciclo superior. Observou-
se que para 10 e 12 ciclos, houve uma diminuicdo consideravel na reprodutibilidade
dos sinais, o que pode ser explicado pela leitura no detector antes de se completar o
ndmero total de ciclos. Para dar continuidade ao estudo do dimensionamento do sis-
tema em fluxo, optou-se por trabalhar com 8 ciclos, devido a este ciclo apresentar
uma boa estabilidade e reprodutibilidade nos sinais e na linha de base, como mostra

a Figura 8.
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FIGURA 8: Estudo do numero de ciclos. Solugcédo de referéncia de diclofenaco de
s6dio 40 mg.mL™; Vazdo de 3,5 mL.min™*; Tempo de insercdo da amostra 0,25 s;
Tempo de insercéo do reagente de 0,2 s; Bobina de 40 cm;

3.2.3 — Estudo do comprimento da bobina helicoidal

Avaliou-se o estudo do comprimento da bobina para tamanhos de 40 a 75 cm,
uma vez que a cinética para a reacao do diclofenaco com permanganato de potassio
em meio 4cido é rapida. Nesse estudo, verificou-se que houve um aumento no sinal
analitico para a bobina de 50 cm; para bobinas superiores a esse valor, observou-se
uma diminuicdo consideravel nos sinais e na estabilidade da linha de base, o que
pode ser explicado que houve um aumento na dispersdo da zona de amostragem. A
bobina de 50 cm foi entdo selecionada para dar continuidade ao estudo, como é

mostrado na Figura 9 o resultado desse estudo.
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FIGURA 9: Estudo do comprimento da bobina. Solugéo de referéncia de diclofenaco
de sédio 40 mg.mL™; Vazédo de 3,5 mL.min™*; Tempo de insercdo da amostra 0,25 s;
Tempo de insercéo do reagente de 0,2 s; Numero de ciclos: 8;

3.2.4 — Estudo da concentracdo do Reagente

Convém salientar que o estudo para a concentracdo de reagente constitui um
parametro quimico em sistema FIA multicomutacdo com o objetivo de avaliar a in-
fluéncia da concentracdo do permanganato de potassio no intervalo de 1,0 x 10™ a
4,0 x 10* Mol.L™ para a reacdo em questdo, como mostra o gréfico da Figura 10. A
Literatura cientifica descreve que quanto maior a concentracdo, maior sera 0 numero
de colisdes efetivas entre as particulas e consequentemente maior sera a velocidade

da reac&o.?
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FIGURA 10: Estudo da concentracdo do reagente. Solucéao de referéncia de diclofe-
naco de sodio 40 mg.mL™?; Vazdo de 3,5 mL.min™*; Tempo de insercdo da amostra
0,25 s; Tempo de insercao do reagente de 0,2 s; Numero de ciclos: 8; Bobina: 50 cm

Com base nos resultados do gréfico da Figura 10, observa-se que houve
acréscimo no sinal analitico a medida que se aumentou a concentracao do reagente.
Como pode se observar, mesmo se trabalhando com concentracdes menores, ainda

assim nao ha perdas no sinal, no que tange ao dimensionamento do sistema.

Com o objetivo de minimizar o efeito dos impactos ambientais decorrentes do
uso de metodologias para determinacédo de farmacos'®® e os efeitos nocivos do rea-

gentel®, optou-se por trabalhar com a concentracdo de 3 x 10“ Mol.L™.

3.2.5 - Estudo do tempo de inser¢éo do reagente

O objetivo do estudo do tempo de insercdo do reagente consiste em aumentar

a magnitude do sinal analitico e diminuir o sinal do branco.
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Avaliou-se o tempo de insercdo da vélvula do reagente (valvula V2) no inter-
valo de 0,2 a 0,5 segundos, 0 que equivale respectivamente a um volume de 11,6 a
29,1 uL, mantendo-se constante o tempo de insercdo da valvula da amostra em 0,25
segundos, cujo volume €é de 14,6 pL. Observou-se uma diminui¢cdo consideravel no
sinal analitico para os tempos de 0,3 a 0,5 s. O que se pode deduzir que 0 excesso
de reagente ndo melhora nos sinais analiticos da reacéo devido a um maior sinal no

branco. O resultado desse estudo pode ser observado na Figura 11.
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FIGURA 11: Estudo do tempo de insercdo do reagente. Solucdo de referéncia de
diclofenaco de sédio 40 mg.mL™; Vazdo de 3,5 mL.min™"; Tempo de insercéo da
amostra 0,25 s; Concentracdo do reagente: 3 x 10-4 Mol.L-1; Numero de ciclos: 8;
Bobina: 50 cm.

Com base nesse volume, foi possivel calcular o consumo minimo da massa
do reagente, utilizando-se a férmula de concentracdo comum ®? e os valores conhe-

cidos da concentracao e do volume do reagente, a massa calculada foi de 0,464 ug.
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3.2.6 — Estudo do tempo de inser¢cdo da amostra

Para finalizar o estudo do dimensionamento do sistema, o tempo de inser¢cao
da amostra (Valvula V1) foi avaliado no intervalo de 0,25 a 0,55 segundos, o que
equivale respectivamente a um volume de 14,6 a 32,0 yuL, mantendo-se nesse caso
constante os demais parametros. Com esse estudo pretendeu-se obter ganhos no
sinal analitico a medida que se aumentou o volume da amostra no percurso analiti-
co, permitindo assim verificar quais sdo as melhores condi¢cdes de trabalho como
objetivo de se obter uma boa sensibilidade. Observou-se que houve um acréscimo
significativo no sinal analitico para o tempo de 0,35 s; com leve aumento para tem-
pos superiores a este, como mostra a Figura 12. Verificou-se que houve uma dimi-
nuigdo na reprodutibilidade dos sinais e instabilidade na linha de base para o tempo
de 0,55 s. O tempo para a inser¢cao da amostra de 0,35 s, 0 que equivale a um vo-

lume de 20,4 pL, foi selecionado.
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FIGURA 12 - Estudo do tempo de insercdo da amostra. Solugcéo de referéncia de
diclofenaco de sédio 40 mg.mL™; Vazéo de 3,5 mL.min™; Tempo de inserc&o do re-
agente 0,2s; Concentracdo do reagente: 3 x 10-4 Mol.L-1; Numero de ciclos: 8; Bo-
bina: 50 cm
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A partir do volume escolhido para o dimensionamento do sistema e utilizando
a formula de concentracdo comum 2, a massa calculada para o consumo da amos-

tra no sistema em fluxo foi de 0,816 ug.

A Tabela 1 mostra o resultado do dimensionamento do sistema FIA-
multicomutacdo. Nessa tabela é possivel verificar os resultados avaliados para cada
parametro, assim como o resultado escolhido. A partir desse estudo foi possivel rea-
lizar a construcéo da curva de calibracdo e a determinacéo de diclofenaco de sédio
em formulacao injetavel. Convém salientar que a Farmacopeia brasileira carece de
metodologia para determinar esse farmaco em formulagéo injetavel, entdo para veri-
ficar a eficiéncia do sistema e do método, optou-se por trabalhar seguindo os mes-

mos procedimentos adotados pela Farmacopeia para comprimidos.

Tabela 1. Valores obtidos ap0ds a otimiza¢éo do sistema em fluxo proposto.

Parametros Intervalo avaliado Resultado escolhido
Vazdo mL.min™ 25a4,0 3,5
Numero de ciclos /s 6,0a 12,0 8,0
Concentragédo do reagente/ 1,0x10™ a 4,0x10™ 3,0x10™
Mol.L™
Bobina/cm 40a75 50
Tempo insercéo do rea- 0,2a0,5 0,2
gente/s
Tempo de inser¢cdo da 0,25a0,55 0,35
amostra/s

3.3 - Aplicagdes do sistema otimizado

3.3.1 - Curva de calibracao

Apbs o dimensionamento do sistema em fluxo proposto, a curva de calibracéo

foi linear no intervalo de concentracdo de 20 a 80 mg.L™ de diclofenaco de sédio,
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apresentando um coeficiente de determinacado (R%) de 0,9994 e coeficiente angular S
= 0,24. A partir do parametro obtido com esta curva, o valor aproximado para o limite
de deteccdo foi de 0,1 mg.L™ de acordo com o critério 30/S, onde o corresponde ao
desvio padrdo do branco, enquanto que o limite de quantificacéo foi de 0,3 mg.L™,
adotando-se o critério 100/S. O grafico da Figura 13 mostra a curva analitica.
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FIGURA 13: Curva de Calibracéo obtida com os parametros otimizados do sistema
em fluxo. Solugées de referéncia de diclofenaco de sédio 20, 40, 60 e 80 mg.mL™;
Vazdo de 3,5 mL.min™; Tempo de insercdo do reagente 0,2s; Concentracéo do rea-
gente: 3 x 10 Mol.L™"; Tempo de insercdo da amostra 0,35 s; Nimero de ciclos: 8;
Bobina: 50 cm.

3.3.2 — Estudo da Repetitividade

O estudo de repetibilidade foi realizado para verificar se 0 sistema se mantém
estavel para um determinado nimero de determinacfes sucessivas. O gréfico da
figura 14 mostra o resultado desse estudo, no qual € observado que o sistema man-
teve-se estavel para um numero de 20 determinagdes sucessivas (n=20) para uma

concentracéo de diclofenaco de sédio de 20 mg.L™ . Utilizando-se o0 mesmo niimero
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de determinagbes para a mesma concentracdo, 0 sistema apresentou um desvio
padrao relativo ou coeficiente de variacao de 0,9% e uma frequéncia analitica de 80

determinacdes por hora.
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FIGURA 14: Sinais transientes obtidos pelo estudo de repetibilidade. Solucdo de
referéncia de diclofenaco de sédio 20 mg.mL™; Vazéo de 3,5 mL.min™; Tempo de
insercdo do reagente 0,2s; Concentracdo do reagente: 3 x 10™ Mol.L™; Tempo de
insercao da amostra 0,35 s; NUumero de ciclos: 8; Bobina: 50 cm.

Com base no resultado da frequéncia analitica e da curva de calibracao, po-
de-se concluir que o sistema proposto apresenta uma excelente repetibilidade, devi-
do ao menor desvio padréo, além de uma boa sensibilidade, no que tange a faixa de

concentracdo desejada para se determinar o diclofenaco de sédio em formulagéo

injetavel.
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3.3.3 — Comparacdo do método proposto com a metodologia da Farmacopeia
Brasileira e com o método automatico que emprega o conceito SIA e a mesma

reacao

Para se verificar a eficiéncia do método proposto para determinacao do diclo-
fenaco de sodio em amostras injetaveis, este método foi comparado com a metodo-
logia oficial descrita pela Farmacopeia Brasileira® e com outro método automatico
qgue é descrito na Literatura cientifica que emprega o conceito SIA e utiliza a mesma
reacdo.l’®~8% A comparacéo para com o método SIA, deve-se a esta ser empregada
em escala industrial.'®! O resultado dessa comparacéo é observado nas Tabelas 2 e
3.

Tabela 2. Resultado comparativo do método proposto em fluxo com o método des-
crito pela Farmacopeia Brasileira para determinacdo de diclofenaco de sodio em

formulacao injetavel.

Amostras Metodologia oficial'® Método proposto (FIA-
multicomutacgao)
1 ‘ 26,9 £ 0,07 26,3+ 0,48
2 27,0+ 0,07 26,2+ 0,16

3 26,9 + 0,07 26,6 + 0,16

(n =3 e 95% de confiabilidade)

O teste T® pareado foi realizado para verificar se ha concordancia entre os
métodos. E de acordo com os célculos realizados, o Tcal (4,02) foi menor que o Tcrit
(4,30), levando-se em consideracao o nivel de confianca de 95% para o numero de
trés amostras. Em vista desse resultado, pode-se concluir ndo ha diferengas signifi-

cativas entre os métodos.

A Tabela 3 mostra o resultado comparativo do método proposto em fluxo com

0 método automatico SIA para determinacao de diclofenaco de sodio em formulagéo
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injetavel que emprega a mesma reacgdo. E de acordo com essa tabela, pode-se ob-
servar que o método proposto apresentou limite de deteccéo e desvio padrao relati-
vo (RSD %), para o estudo de repetibilidade, menor que aqueles que sdo descritos
em artigos publicados.’®®! Qutra questdo observada estad na elevada frequéncia
analitica do método proposto quando comparado com a frequéncia analitica descrita
por Rodrigues e colaboradores®. Com esta observacdo pode-se concluir que o sis-
tema FIA multicomutacédo para a determinacdo do farmaco em questao que empre-
gou a mesma reacao foi capaz de se fazer uma determinacao de 5,3 vezes maior do

que o sistema SIA.*3!

Convém salientar que o trabalho de Rodrigues!® foi realizado empregando-se
a reacao de oxidacdo do diclofenaco com o permanganato de potassio em meio ba-
sico. No presente trabalho, a escolha da solucdo de permanganato de potassio em
meio &cido, deve-se as condicdes de estabilidade dessa solugdo nesse meio.®4 E
mesmo alterando as condi¢cbes do meio, pode-se verificar que ndo houve interferén-
cias na frequéncia analitica no método proposto, o que permite deduzir que o siste-

ma em questao € que é versatil.

O mérito do procedimento aqui proposto se reflete na simplicidade, baixo cus-

to na instrumentalizac&o do sistema e na frequéncia analitica.

Tabela 3. Resultado comparativo do método proposto em fluxo com o método auto-

mético SIA
Figuras de méri- [79] [80] [81] Método propos-
to to
Lineradidade 10 - 150 30 -135 10 - 100 20 - 80
(mg.L)
Limite de Detec- 1,37 0,24 50 0,100
¢do/ (mg.L)
RSD (%) 1,3 15 2,9 0,9

Frequénciah™ N&o determinado | N&o determinado 15 80
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho foi adaptada uma metodologia para determinacéo de diclofe-
naco de sodio em formulacéo injetavel com permanganato de potassio em meio aci-
do em sistema em fluxo que emprega conceito de multicomutacdo com deteccdo

espectrofotométrica UV visivel.

Nesse sistema em fluxo, a insercdo das amostras e reagente € realizada atra-
vés do acionamento das valvulas solenoides de trés vias, o que permitiu ao sistema
proposto um médulo de analise com estrutura fécil e de boa estabilidade, consumo
minimo de amostra e reagente, 0 que gera menos residuos, menor impacto ambien-
tal e elevada frequéncia analitica quando comparado com outros métodos automati-
cos que empregam o conceito SIA e que utilizam a mesma reacdo. Foi observado
também que a partir do Teste T pareado ndo houve diferencas significativas do meé-

todo proposto com a metodologia empregada pela Famarcopeia Brasileira.

Diante dos resultados expostos nesse trabalho, pode-se concluir que o siste-
ma FIA que emprega conceitos de multicomutacdo € uma excelente ferramenta ana-
litica que pode ser utilizada posteriormente na determinagdo desse farmaco em ou-

tras formulacdes, devido as vantagens até entdo apresentadas.
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