UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Desenvolvimento de métodos analiticos
ambientalmente mais amigaveis para a
quantificacao de bumetanida em medicamentos
e urina

FERNANDA POLLO

Dissertacao de Mestrado
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FERNANDA POLLO

Desenvolvimento de métodos analiticos
ambientalmente mais amigaveis para a
qguantificacao de bumetanida em medicamentos
e urina

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte

dos requisitos para obtencéo do

titulo de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Pezza
Co-orientador: Prof2. Dra. Helena Redigolo Pezza

Araraquara
2007



DADOS CURRICULARES

Fernanda Pollo

1. Dados pessoais

1.1 Nascimento: 27/04/1982
1.2 Nacionalidade: Brasileira
1.3 Naturalidade: Santo André
1.4 Estado Civil: Solteira
1.5 Filiacdo — Pai: Marco Pollo
Mae: Maria da Penha Amorim Pollo
1.6 Profissdo: Quimica
1.7 Documento de Identidade: 30.403.018-1
1.8 Cadastro de Pessoa Fisica: 308.904.788-80
1.9 Endereco: Rua das Cerejeiras, 140, Bairro Jardim, CEP 09090-070, Santo Andre,
SP.
1.10 Endereco Profissional: Rua Professor Francisco Degni, s/n°, Quitandinha, Instituto
de Quimica de Araraquara — UNESP, Departamento de Quimica Analitica, CEP 14800-
900, Araraquara, SP.

2. Formagéo Académica

2.1 Bacharel em Quimica: Curso de bacharelado em Quimica, concluido em
15/01/2005, Universidade Estadual Paulista — UNESP.

2.2 Mestrado em Quimica: Curso de poés-graduacdo em Quimica, concluido em
03/2007, no Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.

3. Participacfes em eventos

3.1 Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP - CIC, trabalho intitulado:
Determinacgdo de Cu em élcool etilico hidratado combustivel utilizando o sistema TS-FF-
AAS. llha Solteira — SP. 2004.

3.2 292 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica — trabalho intitulado:
Determinacdo de bumetanida em medicamentos utilizando espectroscopia de
reflectancia difusa. Aguas de Lindéia — SP. 2006.

3.3 | WORKSHOP “"Pos-Graduacdo em Quimica: Formacéao de Recursos Humanos e
Transferéncia de Tecnologia .P0s-Graduacdo em Quimica: Formacdo de Recursos
Humanos e Transferéncia de Tecnologia. Araraquara — SP. 2006.



Dedicatéria

Aos meus pais, Penha e Marco
essenciais em minha vida,

por todo o esforgo a mim dedicado
durante esses anos todos.

Ao meu namorado, Diego, pelo
carinho, atengdo e paciéncia.



Agradeco...

A Deus, por ter satide e oportunidades,

Aos meus pais, por tudo, ndo tenho palavras para expressar... Amo vocés, vocés sdo
tudo pra mim!

Ao Prof. Dr. Leonardo Pezzaq, pela orientacdo e amizade,

A Prof®Dr®. Helena Redigolo Pezza pela co-orientaclio e ajuda neste trabalho, e
também pela amizade,

Aos meus amigos de laboratério: Liliane, Fabricia, Mara, Sahra, Keithy, Sandra, Zé
Rufino, Fritz, Thiago (Tanabi), Marcdo, Joel (Quarta-feira) e em especial a Patricia,
grande amiga, praticamente uma co-orientadora! Todos vocés me proporcionaram
grandes momentos de alegria... Adoro vocés, do fundo do meu coragdo!

Ao Dieguinho, pelo amor, amizade e companheirismo durante esses anos... Ah, e por
revisar meu abstract!

As minhas companheiras de republica nesta fase da minha vida: Fantinha, Ana Lig,
Katiana, Fabi, Aline e Laninha... Mais que amigas vocés sdo as irmds que eu ndo tive.
Ao Mont amigo muito especial, sempre com muita paciéncia e sdbios conselhos!

Aos meus outros amigos do Instituto de Quimica: Naise e Flavio (Fera).

Aos amigos do Grupo LATIG: Prof. Massao, Claudido, Adriano, Emanuel, Gilbert e
Elias, pelas brincadeiras, conversas e piadinhas no laboratario!

A todos os funciondrios do Instituto de Quimica, depois de seis anos juntos...

Ao CNPq, pela bolsa concedida.

A TODOS, MUITO OBRIGADO!



Existem apenas duas maneiras de ver a vida.
Uma é pensar que nao existem milagres e

a outra € pensar que tudo é um milagre.
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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos trés métodos ambientalmente amigéaveis
para quantificar bumetanida. O primeiro método desenvolvido foi o de espectroscopia
de reflectancia difusa utilizando spot test. O método é baseado na reacdo entre
bumetanida e o reagente cromogénico p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC - 3,4 x 107
mol L) em meio &cido (HCI - 2,1 x 10™ mol L™) sobre a superficie de um papel de
filtro, produzindo um complexo colorido (Amax = 525 nm) estavel. Para a reacdo apenas
20 pL de cada solucéo foi utilizada, sendo um procedimento limpo, pois gera pouco
residuo ao meio ambiente. A faixa de trabalho estudada variou entre 1,37 x 10* a 1,37
x 10 mol L™ (50-500 ppm). Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacédo (LOQ)
calculados foram 3,98 x 10 e 1,33 x 10 mol L™ respectivamente. O segundo método
foi o de andlise por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica utilizando o
sistema de adicao de reagente por confluéncia. O método também se baseia na reacdo
entre bumetanida e p-DAC supracitada, com o diferencial de usar de meio micelar
(Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)), o que acarretou um aumento na sensibilidade de
cerca de 4,75 vezes. O reagente (p-DAC 5,6 x 10 mol L™ preparado em HCI 6,2 x 107
mol L) é adicionado no percurso analitico através de uma confluéncia, onde reage com
918 yL de solucdo contendo o analito em uma bobina reacionéaria de 163 cm . Ambas
as solucBes foram transportadas por uma solucdo de SDS 8,0 x 10 mol L™. A faixa de
trabalho foi de 1,37 x 10° a 2,77 x 10 mol L™ (0,5-10 ppm). Os limites de deteccao
(LOD) e de quantificacdo (LOQ) calculados foram 3,07 x 107 e 1,03 x 10° mol L™
respectivamente. A freqiéncia analitica obtida foi de 69 andlises por hora. O terceiro e
ultimo método desenvolvido foi o de analise por injecdo em fluxo com deteccéo
espectrofotométrica empregando um injetor comutador. Neste caso o reagente ndo €
mais adicionado continuamente, tendo um volume fixo na reacdo. Neste sistema, 460
pL de solucédo contendo o analito reage com 402 L de solucéo de reagente (p-DAC 7,0
x 10 mol L™ em HCI 8,4 x 10 mol L), transportadas por uma solucéo carregadora de
SDS 1,0 x 10% mol L™. A faixa de trabalho estudada foi de 1,37 x 10® a 2,77 x 10™ mol
L™ (0,5-10 ppm). Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) calculados

foram 1,09 x 107 e 3,65 x 107 mol L™, com uma freqiiéncia analitica de 72 anélises por



hora. Em todos os métodos desenvolvidos o planejamento de experimentos foi
aplicado, visando uma economia de tempo e reagentes e a obtencdo das melhores
condi¢cdes experimentais para cada parametro analisado. Foram feitas as analises de
cinco amostras comerciais em todos eles e seus resultados comparados com o método
oficial descrito na Farmacopéia Americana através dos testes estatisticos t e F. Nos
métodos de andlise por injecdo em fluxo também foi realizada a analise de amostras

fortificadas de urina, apés extracdo em fase sélida utilizando cartucho de Cgs.

Palavras-chave: bumetanida, espectroscopia de reflectancia difusa, analise por injecao

em fluxo.



ABSTRACT

In this work were developed three environmentally friendly analytical methods for
quantification of bumetanide. The first method developed was diffuse reflectance
spectroscopy using spot test analysis. The method is based on the reaction between
bumetanide and colored reagent p-dimethylaminocinnamaldeyde (p-DAC — 3.4 x 1072
mol L) in acid medium (HCI — 2.1 x 10" mol L) on the surface of filter paper, yielding a
stable colored product (A = 525 nm). For the reaction only 20 pL of reagent was applied,
it's a clear procedure, yielding a little quantity of residues. The linear range was 1.37 x
10* to 1.37 x 102 mol L™ (50 - 500 pug mL™). The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) estimated were 3.98 x 10™ and 1.33 x 10™ mol L respectively. The
second method was flow injection analysis using spectrophotometric determination
using the system with continuous reagent addition. The method is based on the reaction
between bumetanide and p-DAC above mentionated, but using a micellar medium
(Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)), allowing up to 4.75 fold increase in sensitivity. The
reagent (p-DAC 5.6 x 10° mol L™ in HCI 6.2 x 102 mol L™) is added on the analytical
course using a confluence, where it reacts with 918 pL of sample solution in reaction coil
of 163 cm. The solutions were carried by a SDS solution 8.0 x 10° mol L™ The linear
range was 1.37 x 10° to 2.77 x 10®° mol L™ (0.5 -10 ug mL™). The limits of detection
LOD) and quantification (LOQ) estimated were 3.07 x 107 e 1.03 x 10° mol L™
respectively. The average sample rate of 69 determinations per hour. The last method
developed was flow injection analysis exploiting merging zones. In this case the reagent
isn't added continously it has fixed volume on the reaction. In this system, 460 pL of
sample solution reacts with 402 pL of reagent solution (p-DAC 7.0 x 10 mol L™ in HCI
8.4 x 10 mol L") carried by a SDS solution 1.0 x 102 mol L™. The linear range was
1.37 x 10° to 2.77 x 10° mol L™ (0.5 - 10 pg L™). The limits of detection LOD) and
quantification (LOQ) estimated were 1.09 x 10" and 3.65 x 10" mol L™ respectively. The
average sample rate of 72 determinations per hour. In all methods developed the
experimental design was applied to save time and reagent and to obtain the best
conditions for each parameter studied. Five commercial brands were analyzed with all

developed methods and the results obtained compared with those the official method in



United States Pharmacopeia applying the statistical tests t and F. In the methods of flow
system spiked samples of urine were analyzed too, after its solid-phase extraction with

Clg column.

Keywords: bumetanide, diffuse reflectance spectroscopy, flow injection analysis.
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l. INTRODUCAO

|.1 Diuréticos

Diuréticos sao drogas que aumentam a excrecao de sodio e de agua do corpo
através de uma acdo sobre os rins. Seu efeito primario consiste em diminuir a
reabsorcdo de sodio e cloreto do filtrado, sendo o aumento da perda de agua
secundario a excrecdo aumentada de sal. Os principais diuréticos sdo os de alca e as
tiazidas'.

Os diuréticos de alca sdo os mais poderosos de todos os diuréticos, capazes de
provocar a excrecado de 15-25% do sédio existente no filtrado. Neste grupo encontram-
se a furosemida, bumetanida, piretanida, torasemida e o acido etacrinico’. O &cido
etacrinico, a furosemida e a bumetanida apresentam em comum um grupo carboxilico e
é possivel que uma maior poténcia seja decorrente desta propriedade acida®.

No esporte € proibido o uso de diuréticos, pois ha atletas que fazem uso dessas
substancias para perderem peso antes de competicbes ou para esconderem que
fizeram uso de outras substancias dopantes, alterando sua concentracdo na urina. A
proibicdo é devido aos diferentes mecanismos de acado envolvidos: eles aumentam o
fluxo e o volume da urina. Como consequéncia, quando ha o uso de outras substancias

suas concentracdes podem ser drasticamente reduzidas abaixo do
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.2 Bumetanida

A bumetanida € um medicamento utilizado no tratamento de edema associado a
falhas no coracdo e problemas renais e hepaticos e também como diurético®, estando
inclusa no grupo dos diuréticos de algca (bumetanida, furosemida, indapamida, piritanida
e Xipamida), os quais sdo medicamentos mais potentes (aqueles que agem na alca de
Henle) sendo necesséarios em casos de hipertensédo grave, quando sdo entdo usadas
multiplas drogas com propriedades redutoras de sddio; na insuficiéncia renal e em
casos de cirrose, onde a retencéo de sédio é acentuada®. Portanto a bumetanida é um
diurético potente, pois se apresenta na forma de comprimidos contendo apenas 1 mg
do principio ativo.

A bumetanida € cerca de 40 vezes mais potente que a furosemida, tendo um
tempo de meia-vida de 0,3 a 1,5 hora, sendo eliminada do organismo 65% por via renal
e 35% via metabolismo’.

A bumetanida (acido 3-aminosulfonil-5-butilamino-4-fenéxibenzdico), com
férmula molecular C17H20N>0sS e massa molar de 364,45 g mol™. E apresentada como
um pé branco, sendo pouco solivel em agua, cloroformio e éter, tendo maior
solubilidade em acetona, alcool e solucdes alcalinas. Sua estrutura esta representada

na Figura 1.
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CH3— CHy—CHz>—CH,— NH

Sh s

Figura 1. Estrutura quimica da bumetanida

—COOH

No Brasil este farmaco é comercializado com o nome de Burinax®, sendo
também manipulado em farmécias de manipulacdo. E também comercializado na
Europa e América do Norte com o nome de Burinex®, Fordiuran®, Fontego®, Butinat®,

Farmadiuril® e Bumex®, na forma de comprimidos e injetaveis5.

I.3 Revisdo Bibliografica

[.3.1 Métodos analiticos para determinacdo de bumetanida

Um cuidadoso levantamento bibliografico realizado em pesquisa nas principais
fontes de consulta eletrénica (Web of Scienc e Scifinder Scholar) utilizando as palavras
chaves: bumetanide and (determination or analysis) foram encontradas 75 publicacdes
sobre métodos analiticos para a determinacéo de bumetanida no periodo compreendido

de 1973 a 2006. Na Figura 2 tem se a distribuicdo dessas publicacdes.
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Figura 2. Distribuicdo dos trabalhos para determinagdo de bumetanida de acordo com a

década.

De um modo geral, a maioria dos trabalhos citados na literatura destina-se a
analise de bumetanida em fluidos biolégicos como sangue e urina.

Classificando-se os trabalhos encontrados na literatura de acordo com a técnica
analitica empregada para a analise de bumetanida, constatou-se a técnica analitica
mais empregada é a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, como mostra a

Figura 3.
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Figura 3. Numero de publica¢cBes de acordo com a técnica analitica empregada.

[.3.1.1 Métodos de separacao

1.3.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € a mais usada de todas as técnicas
analiticas de separacéo devido a sua sensibilidade, facil adaptacéo para determinacdes
quantitativas acuradas, adequacdo a separacdo de espécies ndo volateis ou
termicamente frageis e, acima de tudo sua ampla aplicabilidade®. Porém a técnica
apresenta certas limitacdes como o alto custo dos equipamentos, o emprego de
grandes quantidades de solventes, além da necessidade de um operador

especializado.
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Dentre todas as técnicas analiticas pesquisadas a cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) € a técnica analitica mais empregada na determinacdo de

10, 11,15 12,13

bumetanida em matrizes bioldgicas e farmacos

WELLS, HENDRY e KEARNSY desenvolveram um método para anélise de
bumetanida em sangue e urina utilizando um méetodo de cromatografia em fase reversa
com deteccao por fluorescéncia. A fase movel consistia de metanol, agua, acido acético
glacial (66:34:1) em fluxo de 1,2 mL min™. A amostra é extraida em coluna Cig com
acetonitrila apds etapa prévia de precipitacdo das proteinas. O método apresentou
baixas taxas de recuperacao; para as amostras de sangue a recuperacao variou de 90-
100%, ja para as amostras de urina as porcentagens de recuperacao variaram de 80-
90%.

CAMPINS - FALCO, HERRRAEZ-HERNANDEZ e SEVILLANO-CABEZA'
relataram um método para quantificacdo de 12 diuréticos em urina utilizando CLAE com
deteccdo ultravioleta em 230 nm. Acetonitrila e tamp&o fosfato 0,05 mol L™ foram
utilizados como fase mével em modo de eluicdo em gradiente e fluxo de 1,0 mL min™.

LEGORBURU et al*? propuseram um método de quantificacdo de bumetanida
em medicamentos e em urina de pacientes que ingeriram o medicamento, utilizando
CLAE com deteccdo amperométrica em +1350 mV com eletrodo de carbono vitreo. A
faixa de trabalho foi de 50 a 499 ppb, com limite de deteccéo de 0,25 ppb.

RUIZ-ANGEL, TORRES-LAPASIO e GARCIA-ALVAREZ-COQUE™ fizeram um
estudo sobre o efeito do pH e a presenca de micelas na separacdo de 18 diuréticos
utilizando a técnica de cromatografia liquida em fase reversa. Neste estudo foram
analisados os efeitos do pH, a variacdo da assimetria do pico com a concentracdo de

SDS (dodecil sulfato de sédio) e acetonitrila em uma fase movel de acetonitrila-agua,
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eficiéncia, seletividade, resolucdo e tempo de analise. Ao final do estudo foi concluido
que nem a fase organico-aquosa nem a fase organico-micelar podem resolver
completamente a mistura dos 18 diuréticos, ja que nesta mistura tinham-se diuréticos
basicos, neutros, acidos e fortemente acidos.

CARDA-BROCH, ESTEVE-ROMERO e GARCIA-ALVAREZ-COQUE™ também
desenvolveram um método para determinacao de sete diuréticos em amostras de urina.
Para tanto, utilizaram uma fase movel contendo o surfactante (SDS), propanol e tampéao
fosfato em pH 3 e deteccdo por fluorescéncia. As amostras foram analisadas sem
nenhum pré-tratamento. As melhores condi¢cbes foram obtidas com a fase movel
contendo 5,50 x 102 mol L* SDS - 8% propanol, com o tempo de retencdo para a
bumetanida de aproximadamente 10 minutos. O limite de deteccdo encontrado foi 1,4
ppb.

PARK, GWAK e CHUN" desenvolveram um método para determinar
bumetanida em sangue com deteccdo por fluorescéncia, a fase movel utilizada foi
metanol, agua, acido acético glacial (65:35:1). O limite de deteccdo encontrado foi 5
ppb. O método foi aplicado em amostras fortificadas com o medicamento e em

amostras de pacientes que ingeriram o medicamento.

1.3.1.3 Cromatografia Gasosa

A técnica de cromatografia gasosa (CG) ndo é uma técnica muito empregada
para determinacdo de bumetanida, sendo encontrados na literatura apenas nove

artigos, a maioria deles na década de 90.
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AMENDOLA et al* relataram um método para a determinacdo de uma mistura de
18 diuréticos por cromatografia gasosa com detector de massas. Foi necessaria etapa
prévia de derivatizacdo utilizando uma mistura de acetona em iodeto de metila na
propor¢cao 1:10 em forno de microondas, o que diminuiu o tempo de incubacédo de 3
horas para 10 minutos. Apos a derivatizacdo as amostras foram eluidas em cartucho de
Cis com metanol. O solvente foi evaporado em atmosfera de N, a 40 °C. O limite de
deteccao encontrado foi 50 ppb.

HAGEDORN e SCHULZ relataram um método para determinacdo de
bumetanida, acido etacrinico e furosemida em urina de cavalo para controle de
dopping. A deteccéo foi feita por cromatografia gasosa com detector de massas. O
tempo de eluicéo foi de 15 minutos e o limite de deteccédo encontrado foi 40 ppb.

CARRERAS et al'’ fizeram uma comparacéo entre 3 diferentes procedimentos
de screnning utilizando CG-MS para deteccédo de 20 diuréticos em amostras de urina
fortificadas com os padrbes dos medicamentos. Para a bumetanida o procedimento que
apresentou melhores resultados foi a “metilacdo flash” que consistia da pirélise do sal
de tetraalquilamoénio no injetor do cromatografo utilizando trimetilanilina como agente

derivatizante e previamente uma extracao em fase solida.

1.3.1.4 Eletroforese Capilar

Eletroforese é a migracdo dos ions presentes em solucao sob a influéncia de um
campo elétrico. Solutos diferentes possuem mobilidades diferentes e, portanto, migram
pelo capilar em velocidades diferentes. Os cations sédo atraidos pelo terminal negativo
(o catodo) os anions sdo atraidos para o terminal positivo (o anodo)'®. A eletroforese

capilar € também um método de separacao utilizado para a analise de diuréticos.
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GONZALEZ, BECERRA e LASERNA® propuseram um método onde 4 diuréticos
considerados dopantes foram analisados simultaneamente por eletroforese capilar com
detector de fluorescéncia em amostras de urina. A separacdo completa se deu em
menos de 8 minutos em pH 8, com A de excitacdo em 350 nm e A de emissdo em 428

nm. O limite de deteccdo encontrado foi 21,6 x 10> mol L™ (fento-mol).

[.3.1.5 Métodos Eletroquimicos

Em toda a revisdo bibliografica apenas um método voltamétrico® foi encontrado
para a determinacdo de bumetanida em medicamentos e urina. O método consiste na
determinacdo de bumetanida com eletrodo de pasta de carbono em meio de KNOs.
Também foram feitos testes com KCI, porém com nitrato de potassio houve a formacgéao
de um pico voltamétrico de maior sensibilidade do que com KCI. As medidas foram
feitas em pH 2,5, ajustado com tampao fosfato. O limite de detec¢do encontrado foi
0,16 ppm. Para a determinacdo em amostras fortificadas de urina, o método de
extracdo para os interferentes acido ascorbico e acido urico foi a extracdo liquido-
liquido, segundo o autor, um método tedioso. A porcentagem de recuperacéo foi 71%.

NIKOLIC e VELASEVIC? descreveram uma titulacdo coulométrica para
determinacdo de bumetanida e furosemida através da geracdo de cloreto tendo como

indicador o alaranjado de metila. A determinacéo foi feita em medicamentos.
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1.3.1.6 Métodos Espectrofotométricos

Na revisdo bibliografica foram encontrados trés artigos®*2*

gue descrevem a
determinacdo de bumetanida por espectrofotometria.

SASTRY et al*® propuseram um método espectrofotométrico para a andlise de 8
diuréticos, dentre os quais, a bumetanida. O método proposto € baseado na reacéo
entre bumetanida e 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona na presenca de cloreto de
ferro (Ill). O tempo para a reacdo ocorrer € de 10 minutos, e o produto apresentou-se
estavel por aproximadamente 2 horas. O espectro mostrou absor¢do maxima em 660
nm. A faixa de trabalho utilizada foi de 1 a 10 ppm.

ZIVANOVIC et al® descreveram um método onde a bumetanida reagiu com

cloreto de ferro (Ill) na presenca de tiocianato de aménio em pH entre 1,83 e 1,92,

formando um complexo violeta soltvel em cloroformio

1.3.1.7 Outros Métodos

SOLICH et al® descreveram um método em FIA baseado na fluorescéncia da
bumetanida em meio alcalino para analise de medicamentos. Paradmetros como:
concentracdo do carregador, pH do tampdo (variaveis quimicas), volume injetado de
amostra, tamanho da bobina de reacado, fluxo e comprimento de onda (variaveis
instrumentais) foram otimizadas através de um planejamento univariado. As melhores
condi¢cBes foram: fluxo de 1,3 mL min™, bobina de 50 cm, volume injetado de amostra

de 110 pL, concentracdo do tampdo aminoacetato 0,1 mol L*, concentracdo do
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carregador 1,0 x 102 mol L e pH 11,5. A faixa de trabalho estudada foi de 0,5 a 10
ppm, com limite de deteccdo de 0,01 ppm e freqiiéncia analitica de 60 analises hora™.
Diante do exposto, verifica-se que na literatura sdo descritos alguns métodos
para a quantificacdo de bumetanida em medicamentos e matrizes bioldgicas.
Entretanto, a grande maioria dos meétodos reportados envolve a utilizacdo de

equipamentos e/ou acessorios sofisticados. Além do alto custo deste(equipamento-1)Tj-0.0008
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confiaveis ja que muitos métodos atuais empregam alta quantidade de reagentes
téxicos, resultando em um impacto ambiental negativo 2.

DA SILVA, DE LACERDA e JONES?’ concluiram que a Quimica Verde é na
realidade uma filosofia. H4 tempos atras um desafio sintético consistia em chegar a
molécula alvo. Quando se aplica a idéia de Quimica Verde, um desafio sintético trata-se
de chegar a molécula alvo com uma metodologia que agrida o minimo o meio ambiente.
E que cada vez que conseguimos cumprir alguns dos principios da Quimica Verde,
estamos caminhando para uma utilizacdo mais consciente de nossos recursos naturais
e para a manutencdo da vida no planeta. Esta ndo é uma Unica estratégia a ser
seguida, mas é importante considera-la.

Os métodos propostos neste trabalho visam o desenvolvimento de metodologias
“mais limpas”, isto €, que usem baixa quantidade de solvente e que gere pouca

quantidade de residuo.

1.4 Spot tests

Os spot tests tem sido utilizado nas ultimas quatro décadas para andlises
clinicas, testes de controle de qualidade do ar, andlises de 4gua e alimentos, anélises
criminais e prospeccbes geoquimicas. A analise por spot test é muito simples,
constituida basicamente pela mistura de algumas gotas de uma solucdo contendo o
analito e de uma solucédo contendo reagente, formando um produto colorido. A reacéo
pode ser feita sobre uma superficie porosa ou ndo-porosa, como papel de filtro, vidro ou

porcelana.
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A reacdo de spot test mais antiga € a de Runge em 1922, que realizou um
estudo sobre o poder de branqueamento de solu¢cdes alvejantes avaliando a quantidade
de cloreto nas solugdes; para tanto, um papel de filtro foi impregnado com amido e
iodeto de potassio. Quando gotas de alvejante foram adicionadas a superficie do papel
de filtro houve o aparecimento de uma mancha azul devido a reacdo de iodo e sua
reacdo com o amido. Esta provavelmente € a reacdo mais antiga de spot test,
antecedendo em 25 anos o teste de Schiff para determinacdo de acido Urico em urina
através da reacdo com carbonato de prata *.

Os spot tests podem ser usados para analises qualitativas e quantitativas, ja que
o mesmo leva a formacdo de um produto colorido. Para andlises quantitativas, o
produto da reacdo é proporcional a concentracdo do analito, a comparacdo da
intensidade da cor formada pode ser feita com padrdes analiticos utilizando, por
exemplo, instrumentos para medir a luz refletida como a espectroscopia de reflectancia
difusa. A cor da mancha formada deve ser uniforme para que haja uma boa preciséo
das medidas. Para este fim, sdo parametros importantes: volume da solucéo
adicionada, velocidade, ordem de adicdo dos reagentes e a altura com que essas
solucdes sdo adicionadas™.

Os spot tests sdo procedimentos rapidos, simples e que envolvem um baixo
consumo de reagentes e consequentemente, geram uma baixa quantidade de residuo,
sendo atrativos do ponto de vista da Quimica Verde.

A espectroscopia de reflectancia difusa combinada com spot tests quantitativos

tem sido empregada em andlises quantitativas>®=>°.
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I.5 Espectroscopia de Reflectancia Difusa

A percepcdao 6ptica de espécies quimicas é baseada em sua interacdo com a luz.
As trés técnicas Opticas empregadas para essas medidas sdo absorcdo, emissao e
reflex&o™.

Durante muitos anos, o uso da espectroscopia de reflectancia difusa foi limitado
as areas téxteis, de papel, de ceramica, tintas e pigmentos. Como técnica analitica de
controle de qualidade para avaliar cor, brancura e brilho de superficies brancas ou
coloridas.

KEALEY®" menciona que a precisdo das medidas realizadas em suporte inerte
(spot test) apresentava uma variacdo de 10 a 20%. Porém com o avanc¢o tecnoldgico,
isto €, o desenvolvimento de fibras épticas e esferas de reflectancia, a situacdo foi
mudada e melhores resultados puderam ser obtidos 3%,

Segundo WENDLANDT e HECTH?®' a reflexdo da radiacdo sobre uma superficie
pode ser de dois tipos: especular (tipo espelho) ou difusa. A primeira ocorre em
superficies lisas ou polidas, sendo definida pela lei de reflexdo de Fresnel, onde os
angulos de incidéncia e de reflexdo séo idénticos.

A reflexdo difusa ocorre em superficies foscas ou opacas, ocorre por reflexdes
multiplas a partir de superficies das particulas que constituem o meio. A reflexdo difusa
€ um processo que ocorre quando a radiacdo penetra em um substrato solido, parte
desta radiacdo retorna a superficie, ocorrendo dispersdo multipla e absorcdo parcial

pelas particulas ou fibras que constituem o substrato sélido®’.

A reflectancia ou poder de reflexdo é dado por:
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R=1/ly (Equacéo 1)
onde:
R é o sinal que representa a radiacéao refletida
| é a intensidade da radiacéao refletida

lp € aintensidade da radiacéo incidente

Os valores de R variam entre 0 e 1 e sdo normalmente expressos em termos de
porcentagem de reflectancia R(%), isto é:

R=1/1p x100 (Equacéo 2)

R é considerado igual a 1 quando a radiacdo refletida € igual a radiacao
incidente, isto ocorre quando ha o uso de um padrédo de reflectancia maxima, como
pastilhas de MgO, MgO; e BaSO,.

O sinal de reflectancia também pode ser convertido em densidade Optica para
medida de reflectancia (Ag), dado por:

Ar = log (1/R) (Equacéo 3)

A teoria de Kubelka-Munk é o modelo mais aceito onde a concentracdo da
amostra € relacionada com a reflectancia Esta teoria descreve a relacdo entre
coeficiente de absorcédo molar, coeficiente de dispersao e poder de reflectancia em um
meio semi-infinito (infinitamente fino) de acordo com a seguinte equagao:

/(R) = (1-R)?/ 2R =k / s, onde: (Equacéo 4)
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k =coeficiente de absor¢cédo molar

s =coeficiente de disperséo

Para amostras diluidas, k esta relacionado a absortividade molar () e a

concentracédo (C) pela relacao:
k=2303sC (Equacéo 5)

Para a aplicacdo adequada da equacdo de Kubelka-Munk € necesséaria a
determinacao da reflectancia absoluta do material usado como referéncia®.

Os instrumentos para medir a reflectancia podem ser acessorios acoplados a um
espectrofotdbmetro ou podem ser equipamentos portateis. Em geral, os instrumentos
para medidas de reflectancia contém os seguintes componentes: fonte de luz, suporte
para amostra e para padrdo branco usado como referéncia, esfera de integracao,
espelhos, detector e registrador.

Os espectros para representacdo das medidas de reflectancia podem ser
apresentados de diversas maneiras, sdo comumente obtidos a partir de R(%), f (R), Ar
ou log (1/R) em funcéo do comprimento de onda (nm).

A Figura 4 apresenta trés espectros obtidos a partir de um mesmo equipamento
para medidas de reflectancia (acessorio Labsphere, modelo DRA-CA-3300) e de um
mesmo papel de filtro colorido, sobre o qual ocorreu a reagédo entre bumetanida e p-
dimetilaminocinamaldeido, em meio &cido. A Figura 4a representa o espectro obtido a

partir de R(%), a Figura 4b o espectro de log (1/R) (Ag) e a Figura 4c o espectro de

f(R) versus comprimento de onda (nm).
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Figura 4. Espectros de reflectancia obtidos a partir do produto da reacdo de spot test entre
bumetanida e p-dimetilaminocinameldeido, em meio acido. As analises foram realizadas
utilizando um acessorio de reflectancia Labsphere, modelo DRA-CA-3300. Concentragdo de

butemanida = 1,37 x 10 mol L™. Figura 4a. Espectro de reflectancia obtido a partir dos valores

de %R. Figura 4b. Espectro de reflectancia obtido a partir dos valores de log(l/R). Figura 4c.

Espectro de reflectancia obtido a partir dos valores de f(R).
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I.5.1 Aplicacdes da espectroscopia de reflectancia difusa empregando spot

test em andlises quantitativas

Foi feito um levantamento nas principais bases de dados sobre métodos que
empregaram a espectroscopia de reflectancia difusa para andlises quantitativas. Pode
ser constatado um aumento no namero de trabalhos publicados, utilizando a técnica
para fins quantitativos com medidas na regido visivel do espectro, a partir da década de

90, como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Distribuicdo das publicagBes encontradas envolvendo o uso da espectroscopia de

reflectancia difusa com medidas na regido visivel do espectro, de acordo com a década.

TUBINO, ROSSI e MAGALHAES® propuseram um método para quantificar Fe

(111, Cr (V1) e Ni(ll) por espectroscopia de reflectancia difusa empregando spot test em



40

uma superficie de papel de filtro, neste trabalho foi desenvolvido um suporte para fixar a
micropipeta, assim obteve-se uma melhora na preciséo das manchas. GAUCH et al*!
também descreveram um método semelhante para quantificar amonio, fosfato e Cu (lI).

MATIAS, DE OLIVEIRA e MOSCHIM*® desenvolveram um sensor de fibra 6ptica
portatil para analisar diesel em veiculos. O diesel particulado fica retido sobre uma fita
marcada, assim a medida de reflectancia € feita e a concentracdo proporcional a
quantidade de material particulado da fita.

ZANJANCHI, NOEI e MOGHIMI* relataram um método para determinar baixas
quantidades de aluminio em amostras de agua mineral. Foram testadas trés técnicas de
pré-concentracao e dois reagentes cromogénicos. Os trés adsorventes testados foram:
Cis, cloreto naftaleno metiltrioctilamonio e MCM-41 (material mesoporoso), sendo o
altimo utilizado para a reacao de spot test. Os dois reagentes cromogénicos utilizados
foram: ciano eriocromo R e quinalizarina. A faixa de trabalho estudada foi entre 0,01 —
15 ppm e o limite de deteccédo de 0,01 ppm.

Ha na literatura alguns meétodos para a determinacdo de farmacos em
medicamentos utilizando espectroscopia de reflectancia difusa e spot test >34,

MATIAS, SILVA e TUBINO®* descreveram um método para determinacgéo de
acido acetilsalicilico (AAS) em formulacdes farmacéuticas. O método € baseado na
hidrolise alcalina entre AAS e ions de Fe (lll), formando um complexo de cor roxa sobre
a superficie do papel de filtro.

GOTARDO et al** propuseram um método para determinacdo de furosemida
apos sua reacdo com p-dimetilaminocinameldeido em meio acido sobre a superficie de

papel de filtro. Para que a reacdo ocorresse foi necessario aquecimento do papel de

filtro a 80 °C por 8 minutos. O método foi aplicado em seis amostras comerciais.
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TUBINO e DE SOUZA* relataram um método para determinar diclofenaco de
sodio e diclofenaco de potassio em comprimidos e ampolas. Houve a formacéo de um
complexo suspenso em solucdo aquosa entre as solucdes de diclofenaco e a solucéo
de acetato de cobre (II) em meio tamponado. A deteccéo foi realizada por um LDR (light
detector resistor) e a medida da resisténcia por um multimetro, a qual foi relacionada

com a reflectancia.

[.6 Analise Quimica por Injecdo em Fluxo

A crescente necessidade de automacgéo de procedimentos analiticos se deve ao
aumento significativo do namero de amostras laboratoriais a serem analisadas, por
exemplo, nas areas clinicas e ambientais. A demanda por técnicas rapidas e confiaveis
operando 24 horas por dia € grande, principalmente para controle de processos
industriais*.

A partir da metade da década de setenta iniciou-se o uso de sistemas em fluxo,
com dimensdes e vazbes adequadas, simplificando o sistema analitico e aumentando o
namero de amostras analisadas por unidade de tempo (frequéncia de amostragem).
Esta abordagem passou a ser conhecida como Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA)*.
Em levantamento bibliografico realizado na base de dados Scifinder, pode ser
constatado um grande aumento do numero de trabalhos publicados utilizando a analise
por injecao em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para determinacao de farmacos,

a partir da década de 90, como mostra a Figura 6.
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Figura 6. Distribuicdo das publica¢gées encontradas envolvendo o uso de analise por inje¢cdo em

fluxo com deteccédo espectrofotométrica, de acordo com a década.

Empregando esses sistemas € possivel a implementacdo de praticamente todas
as etapas envolvidas no processo da andlise quimica (amostragem, separagoes,
diluicBes, pré-concentracdes e adicdo de reagentes)®.

Em geral o processo de analise quimica por inje¢cdo em fluxo pode ser dividido
em quatro partes: propulsdo dos fluidos, injecdo da amostra, reacao e deteccéo.

A propulséo dos fluidos pode ser a vazdo ou pressao constante. Quando o
sistema trabalha a vaz&o constante o meio mais empregado para movimentar o fluido
carregador e as solugdes dos reagentes através do percurso analitico (espac¢o por onde
o fluido carregador transporta a amostra para o detector) € a bomba peristaltica. Em
sistemas com pressao constante sdao empregados dispositivos de acdo gravitacional

como propulsores de fluidos.

O injetor é o dispositivo fundamental do sistema, além de introduzir a amostra no

percurso analitico pode ser empregado para selecionar as vazfes do carregador e dos
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reagentes, aumentando a flexibilidade do processo. Dentre os varios tipos de injetores
tém-se as valvulas rotatérias e os injetores comutadores.

A reacdo ocorre dentro do percurso analitico. Para escolher o dimensionamento
do mesmo deve se levar em conta o tempo de residéncia da amostra**. O tempo de
residéncia esta ligado ao fendmeno da dispersdo, este processo € dependente das
caracteristicas fisico-quimicas das solucdes (por exemplo, viscosidade), bem como das
dimensdes dos componentes do sistema (volume da algca da amostragem, material,
didmetro e comprimento dos tubos que constituem o percurso analitico). Usualmente as
medidas sdo efetuadas com esses parametros mantidos constantes, permitindo a
obtencédo de resultados caracterizados por alta repetibilidade. As vazdes, volumes do
percurso analitico e da amostra devem ser definidas considerando-se a dispersao e o
tempo de residéncia necessario para a ocorréncia das rea¢des quimicas*.

O detector para um sistema da analise em fluxo deve ser estavel, utilizar um
baixo volume morto, ter uma resposta rapida e os canais de fluxo ndo devem criar
turbuléncia no sistema®.

Os detectores empregados séo praticamente todos usuais em quimica analitica:
espectrofotometros de UV-Vis, espectrometros de absorcdo atdmica e de emissdo em

plasma, potenciémetros e condutivimetros®.
[.6.1 Configuracdes dos sistemas

.6.1.1 Sistema em linha Unica

Este sistema é o mais elementar. A amostra é inserida no caminho do fluido

carregador e este transporta a amostra em direcdo ao detector. Durante o transporte a
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amostra se dispersa continuamente no fluido carregador gerando um gradiente de
concentracdo no percurso analitico. Em sistemas de linha Unica a homogeneizacao
entre reagente e amostra ocorre somente por dispersdo assim, a concentragdo do
reagente na regido de distribuicdo da amostra deve ser suficiente para satisfazer a

estequiometria da reacdo™.

1.6.1.2 Sistema em confluéncia

As limitagBes do sistema em linha Unica foram resolvidas adotando-se a adicao
do reagente por confluéncia. Desta forma o reagente é adicionado logo apos o injetor,
permitindo que cada fracdo da amostra receba a mesma quantidade de reagente. A
partir da confluéncia somam-se as vazbes do carregador e do reagente, assim a
amostra € distribuida em um espaco maior que o ocupado anteriormente, 0 que
corresponde a uma diluicdo. Neste caso € importante ajustar a intensidade do fluxo

para que a dispersdo da amostra seja minimizada®*.

1.6.1.3 Sistema com Zonas Coalescentes

Para resolver o problema do desperdicio dos reagentes que ocorre no sistema
por confluéncia (onde o reagente é bombeado continuamente) foi desenvolvido o
processo de zonas coalescentes ou “merging zones”.

Neste processo sao coletadas ao mesmo tempo aliquotas de amostra e de
reagente. Quando o injetor € comutado para a posicdo de injecdo, ambas as aliquotas

sado deslocadas pelos respectivos carregadores e coalescem na confluéncia. A
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guantidade de reagente consumida por determinacdo é definida pelo comprimento da
alca de amostragem do reagente, apresentando uma boa economia do mesmo™.
Ha também outros sistemas como sistema com reamostragem, sistema

monosegmentado, concentracdo e separacdo com resina de troca idnica e outros.

[.6.2 Analise por Injecdo em Fluxo com deteccdo Espectrofotométrica

A espectrofotometria UV-Vis é a técnica analitica mais empregada nos
laboratorios de rotina em funcéo de seu baixo custo relativo, facilidade de operacéo e a
sensibilidade atingida.

O acoplamento desta técnica a sistemas de injecdo em fluxo (FIA) tem se
mostrado versatil em funcdo da seletividade e sensibilidade atingidas, da facilidade de
operar etapas de separacao e/ou pré-concentracdo em condi¢cdes altamente repetitivas
e do gerenciamento de solu¢des ndo equilibradas: a deteccéo, etapas de separacao,
dispersdo, tempos de residéncia da amostra, adicéo de reagentes*®.

OLIVEIRA et al*® desenvolveram um método para monitorar peroxido de
hidrogénio em processo de degradacéo Foto-Fenton. O método proposto é baseado na
reacao entre o ion vanadato e peroxido de hidrogénio em meio acido levando a uma
coloracao vermelha devido a formacgéo do cation peroxovanadio.

O sistema de fotodegradacéao consistiu de uma lampada de blacklight como fonte
de radiacdo inserida em um tubo de vidro. A amostra foi injetada manualmente através
de um injetor comutador, o regente adicionado através de uma confluéncia e a

deteccao espectrofotométrica.
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ANICETO et al*’ relataram um método para quantificar vitamina B, em
complexos multivitaminicos e farmacos através de um procedimento em FIA com
deteccdo espectrofotométrica. A riboflavina (vitamina B, reage com ions Ag* produzindo
um complexo vermelho no intervalo de pH entre 6,5 e 7,1. O sistema de injecao
utiizado foi de zonas coalescentes, tendo AgNO; como reagente e KNO3; como
carregador em fluxo de 4,4 mL min™.

CANAES e FATIBELLO-FILHO*® desenvolveram um sistema da anélise por
injecdo em fluxo com zonas coalescentes para a determinacdo turbidimétrica de
metilborometo de homatropina em formula¢gdes farmacéuticas. O reagente utilizado foi
AgNO3 e o carregador agua desionizada. Estudaram-se separadamente os efeitos:
concentracdo de AgNOs3, volume da al¢ca de amostragem, volume da al¢ca do reagente,
comprimento do reator e vazdo do transportador. Foi também analisado o efeito de
possiveis interferentes via método da adicdo de padrao, indicando a auséncia de efeitos
de matriz significativos. O método foi aplicado na analise de duas amostras comerciais.

MARTINELLI et al*® descreveram um método para determinar fosfato, compostos
fendlicos, nitrito, sulfeto e ferro total em amostras da agua de rios e lagos. As
determinacdes foram feitas utilizando sempre o mesmo modulo de analise. O sistema
era composto por um injetor comutador com duas alcas de amostragem de 25 e 75uL
respectivamente. A sensibilidade foi aumentada em 4,5 vezes e o consumo de reagente
reduzido em 12 vezes em comparagdo com os métodos de injecdo em fluxo onde a

introducdo do reagente é continua.
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A partir das consideracfes supracitadas, torna-se evidente a necessidade de
métodos analiticos simples, rapidos, de baixo custo relativo e ambientalmente mais
amigaveis para analise de bumetanida em medicamentos e/ou fluidos biologicos.

Estudos preliminares de laboratorio mostraram a formacdo de um composto
colorido (cor rosa) estavel, resultante da reacdo inédita de bumetanida (em solucao e
sobre a superficie de um papel de filtro) com o reagente cromogénico p-
dimetilaminocinamaldeido (p-DAC).

Diante deste contexto o presente trabalho vem propor o desenvolvimento de
métodos analiticos simples, rapidos, sensiveis e ambientalmente mais amigaveis para a
determinacdo de bumetanida em medicamentos e fluidos biolégicos (urina). Tais
métodos empregam as técnicas de spot test — espectroscopia de reflectancia difusa e
analise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccdo espectrofotométrica na regido visivel

do espectro eletromagnético.

[.7 Objetivos do presente trabalho

Desenvolvimento de metodologias analiticas simples, rapidas e sensiveis para
determinacdo de bumetanida utilizando as técnicas de espectroscopia de reflectancia
difusa e analise por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica na regido
visivel;

Otimizacdo dos parametros experimentais das novas metodologias
desenvolvidas através de planejamento de experimentos;

Aplicacdo das metodologias desenvolvidas para analise de bumetanida em

amostras comerciais e em fluidos bioldgicos (urina).
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IIl. PARTE EXPERIMENTAL

[I.1. Materiais e equipamentos

[1.1.1. Instrumentacdo basica

As medidas de volume foram efetuadas com buretas classe A, micropipetas
“Eppendorf” (10-100pL) e “Brand” (100-1000puL). A vidraria utilizada no preparo das
solucdes foi de grau A, as pesagens foram realizadas em balanca analitica AG204, da
Mettler Toledo. Para solubilizacdo dos reagentes, foi utilizado um banho de ultrassom,

marca Thornton, e agitadores magnéticos.

1.1.2. Medidas por espectroscopia de reflectancia difusa

Para realizacédo dos spot tests, as solu¢des foram adicionadas sobre a superficie
de um papel de filtro de area de 2,25 cm?. Para melhor preciséo das adi¢cdes, o papel foi
colocado na parte inferior de um suporte (Figura 7) de acordo com o procedimento
descrito por TUBINO et al** com o auxilio de uma pinca. As solucées foram adicionadas
no centro do papel de filtro utilizando uma micropipeta adaptada ao suporte.

As medidas de reflectancia foram realizadas utilizando uma esfera de
reflectancia Labsphere RSA-HP-8453 (76 mm, 5W, fonte de halogénio) acoplada a um

espectrofotometro de arranjo de diodos Hewlett Packard, modelo HP-8453-A.
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Figura 7. Suporte utilizado na realizacdo dos spot tests (Baseado em: TUBINO et al).

[1.L1.3 Medidas utilizando analise por injecdo em fluxo com deteccéo

espectrofotométrica

[1.1.3.1 Sistema em confluéncia

Para o desenvolvimento deste procedimento de analise por injecdo em fluxo foi
utilizado o sistema de anélise modular ASIA da Ismatec (Zurique, Suica). Este sistema
€ constituido por quatro modulos como representado na Figura 8. Para a realizacéo
deste trabalho foram utilizados os mdédulos: bomba peristéltica de quatro canais,
Ismatec modelo IS 7610 com rotacdo variavel (1 - 50 rpm) para a propulsdo das
solucbes e a valvula de injecdo (IS 7630, Rheodyne 5041, EUA) para a injecdo das
solucbes de bumetanida e amostras. A deteccdo foi realizada pelo acoplamento,
através de uma interface RS 232, de um espectrofotdmetro de arranjo de diodos UV-Vis
HP 8453A (Hewlett Packard, EUA) equipado com cubeta de fluxo de quartzo com

caminho 6tico de 1,00 cm e volume interno de 80pl, Hewlett Packard (Hewlett Packard,
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EUA). Para a propulsdo das solucdes foram utilizados tubos de Tygon® de diferentes
diametros internos. Para a confeccdo das alcas de amostragem, bobinas de reacédo e
linhas de conducao das solucgdes; tubos de polietiieno de 0,8 mm de diametro interno
foram utilizados e uma conexdo em acrilico foi empregada para confluéncia das
solucbes. Todos o0s equipamentos encontram-se instalados em salas devidamente

equipadas com energia elétrica estabilizada, ar condicionado e desumificador.

4
3

Painel de
2 Controle
1

Figura 8. Foto do sistema de analise modular ASIA, Ismatec (Zurique, Sui¢ca). Médulo 1: Bomba
peristatica de rotacdo variavel; Médulo 2: Bomba peristaltica de rotacado fixa; Modulo 3: Véalvula

de 6 caminhos, Rheodyne 5011; Médulo 4: Valvula de injecdo Rheodyne 5041.
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[1.1.3.2 Sistema com zonas coalescentes

Para o desenvolvimento deste procedimento de analise por injecdo em fluxo
utilizou-se uma bomba peristéltica de quatro canais Ismatec modelo IS 7610 com
rotacao variavel (1-50 rpm) acoplada ao sistema de analise modular ASIA da Ismatec
(Zurique, Suica) equipada com tubos de bombeamento de Tygon ® com diferentes
didametros internos, e um injetor comutador confeccionado em acrilico, tubos de PTFE
de 0,8 mm de diametro interno para construcao da alca de amostragem, bobina de

reacdo e de homogeneizacdo, linhas de transmissdo e confluéncdT8al
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[1.1.4 Medidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) — Método

de referéncia®

Efetuou-se a andlise das amostras de medicamentos listadas na Tabela 1, pelo
método de CLAE recomendado pela Farmacopéia Americana®. O sistema de CLAE
utilizado consiste de um cromatografo liquido Shimadzu SPD-10A, com detector
ultravioleta-visivel (SDR-10A, Shimadzu), e um injetor automatico de 20uL Rheodyne. O
comprimento de onda de detecc¢éo foi 254 nm.

Utilizou-se uma coluna analitica Microsorb-MV C-18 (250 x 4.6 mm, Varian,
USA), com tamanho de particula de 5um. A fase maovel foi utilizada em fluxo de 1,00 mL
min™. A area dos picos foi medida em um integrador - registrador Shimadzu C-R6A

Chromatopac.

[I.2 Reagentes e solucdes
Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes:
a) Metanol — Mallinckrodt grau CLAE;
b) Acido cloridrico 12 mol L™ - Mallinckrodit;
c) Bumetanida — Deg (100,72% - CLAE);
d) Etanol — Mallinckrodt — grau CLAE;
e) p-dimetilaminocinamaldeido - Aldrich, Milwaukee — 98%.;
f) Dodecil Sulfato de Sodio — Sigma;
g) Acido acético glacial — Merck — grau p.a.;

h) Tetrahidrofurano - Mallinckrodt — grau CLAE;
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i) Amostras de medicamentos adquiridas no comércio local, conforme

mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos medicamentos analisados quantitativamente pelos métodos

propostos neste trabalho.

Amostras @ Valor nominal®

Burinax (A) 1,0
Manipulada B® 1,0
Manipulada C* 1,0
Manipulada D¢ 1,0
Manipulada E° 1,0

 Todas as amostras encontram-se dentro dos prazos de validade
® Valor fornecido pelo fabricante, mg/comprimido ou mg/capsula
¢ Amostras adquiridas em diferentes farmacias de manipulacéo

[1.3 Determinacdo de bumetanida utilizando espectroscopia de reflectancia
difusa

[1.3.1 Preparo das solugdes utilizadas

a) Solucado de bumetanida de trabalho: Foi preparada diariamente uma
solucdo 2,74 x 10 mol L™ pela dissolucdo de 10,0 mg de bumetanida (100,72% -
CLAE) em 5 mL de metanol e transferida quantitativamente para baldo volumétrico de
10,00 mL, tendo seu volume completado com metanol.

b) Solucdo de p-dimetilaminocinamaldeido: Foi preparada uma solucdo 3,4 x
10 mol L™ pela dissolucdo de 61,4 mg do sélido em 5 mL de metanol com agitacdo em
banho de ultrasson durante 5 minutos. Esta solucdo foi transferida quantitativamente
para baldo volumétrico de 10,00 mL e seu volume completado com metanol. Esta

solucao foi mantida em refrigerador por no méaximo uma semana *.
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c) Solucdo de Acido Cloridrico: A partir de HCI concentrado (12 mol L) foi
preparada uma soluc&o estoque 1,15 mol L™ através da diluicdo de 1,00 mL de HClconc)
em metanol em baldo volumétrico de 10,00 mL. A partir dessa solucédo foi feita a

diluicdo apropriada para que a concentracéo final fosse de 2,1 x 10 mol L™.

[1.3.2 Procedimento para preparo das amostras

As amostras de medicamento analisadas listadas na Tabela 1, contendo
bumetanida, foram adquiridas no comeércio local sob a forma de comprimidos e

capsulas e analisadas de acordo com a descri¢cao abaixo.

[1.3.2.1 Comprimidos

Vinte comprimidos de um mesmo lote da amostra comercial (amostra A) foram
pesados em balanca analitica. Determinou-se o valor da massa média dos comprimidos
com variacdo menor que 5% na massa dos comprimidos®*. Os comprimidos foram
entdo pulverizados em gral de 4gata até a obtencédo de um pé fino. Foi pesado 0,1484 g
da amostra (porgéo equivalente a 1,5 mg de bumetanida) e submetida a agitacdo com
3,0 mL de metanol em agitador magnético por 5 minutos. A solucao foi filtrada em uma
seringa comum contendo quantidades adequadas de algoddo comum (massa
media=1,0286 Q); esse método é baseado em TININIS et al*®>. O filtrado foi recolhido,

transferido a um baldo volumétrico de 5,00 mL e o volume completado com metanol.
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[1.3.2.2 Capsulas

Foram pesadas individualmente vinte capsulas de cada amostra (amostras B, C,
D e E). Pesou-se cada capsula inicialmente cheia e depois de esvaziada de seu
conteudo. O peso médio do conteudo foi determinado pela diferenca dos valores
individuais obtidos pelas capsulas cheias e vazias. Foram pesados 0,1684 g; 0,1015 g ;
0,1519 g e 0,1721 g das amostras B, C, D e E respectivamente (por¢do equivalente a
1,5 mg de bumetanida) e cada por¢cdo submetida a agitacdo com 3,0 mL de metanol
em agitador magnético por 5 minutos. A solucédo foi filtrada em uma seringa comum
contendo uma bola de algoddo comum (massa megia=1,0286 g), esse método € baseado
em TININIS et al*®. O filtrado foi recolhido, transferido a um baldo volumétrico de 5,00

mL e o volume completado com metanol.

[I.4 Andlise por injecdo em fluxo com deteccao espectrofotométrica

[1.4.1 Preparo das solugdes utilizadas

a) Solucdo de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 1,00 x 10" mol L™ foi
preparada semanalmente através da dissolucdo de 7,1210 g de SDS em
aproximadamente 100 mL de agua desionizada. Esta solucdo foi quantitativamente
transferida para baldo volumétrico de 250,00 mL e o volume completado até o menisco
com agua desionizada. Solucdes de trabalho foram convenientemente preparadas

atraves de diluicdo com agua desionizada.
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b) Solucdo estoque de Acido Cloridrico: a partir de HCI concentrado (11,49
mol L") foi preparada uma solucdo estoque 9,77 x 10™ mol L™ através da conveniente
diluicdo de 8,5 mL de HClconc) em agua desionizada em baldo volumeétrico de 100,00
mL. Esta solucdo foi padronizada com quantidades conhecidas de carbonato de sédio
seco por duas horas em estufa a 150°C. Solucdes de trabalho foram preparadas por

diluicdo com agua desionizada.

11.4.1.1 Sistema em confluéncia

a) Solucdo de bumetanida de trabalho: Foi preparada diariamente uma
solucdo estoque de 2,74 x 10* mol L™?, pela dissolucdo de 5,0 mg de bumetanida em
uma mistura de etanol e SDS 8,0 x 10 mol L™ (1:1) em baldo volumétrico de 50,00 mL.
Foram preparadas soluc¢des-padréo a partir de diluicdes adequadas da solugcao estoque
de bumetanida em solucdo de SDS 8,0 x 10 mol L™.

b) Solucdo de p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC): Foi preparada uma
solucdo 5,6 x 10 mol L™ pela dissolucdo de 250,0 mg do sélido em 15,0 mL de solucao
de acido cloridrico 9,8 x 10" mol L™, com agitacdo em banho de ultrassom durante 5
minutos. Esta solucdo foi quantitativamente transferida para baldo volumétrico de

250,00 mL e seu volume completado com agua desionizada.

11.4.1.2 Sistema com zonas coalescentes

a) Solucado de bumetanida de trabalho: Foi preparada diariamente uma
solucdo estoque de 2,74 x 10™“mol L™, pela dissolugéo de 5,0 mg de bumetanida em

uma mistura de etanol e SDS 1,00 x 102 mol L™ (1:1) em baldo volumétrico de 50,00
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mL. Foram preparadas solucdes-padrao a partir de diluicbes adequadas da solucao
estoque de bumetanida em uma solucdo de SDS 1,0 x 102 mol L™

b) Solucdo de p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC): Foi preparada uma
solucdo 7,0 x 10 mol L™ pela dissolucdo de 240,0 mg do sélido em 16,5 mL de solucao
de &cido cloridrico 9,8 x 10 mol L™, com agitacdo em banho de ultrassom durante 5
minutos. Esta solucdo foi quantitativamente transferida para baldo volumétrico de

200,00 mL e seu volume completado com agua desionizada.

[1.4.2 Procedimento para preparo das amostras

[1.4.2.1 Comprimidos

Vinte comprimidos de um mesmo lote da amostra comercial (amostra A) foram
pesados em balanca analitica. Determinou-se o valor da massa média dos comprimidos
com variacdo menor que 5% na massa dos comprimidos®. Os comprimidos foram
entdo pulverizados em gral de agata até a obtencdo de um pé fino. Foram pesados
0,9890g da amostra (por¢cdo equivalente a 1,0 mg de bumetanida), esta massa foi
submetida & agitagéo e com 5,0 mL de uma mistura etanol : SDS 8,0 x 10° mol L™ (1:1)
em agitador magnético por 5 minutos. A solucédo foi filtrada em uma seringa comum
contendo quantidades adequadas de algoddo comum (massa megia=1,0286 @), esse

método é baseado em TININIS et al®®

. O filtrado foi recolhido, transferido a um baldo
volumétrico de 10mL e o volume completado com a mistura etanol e SDS 8,0 x 10 mol
L™ (1:1). Foi tomada uma aliquota de 0,500 mL para que fosse preparada uma solucéo

5,00 mg L™
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[1.4.2.2 Capsulas

Foram pesadas individualmente vinte capsulas de cada amostra (amostras B, C,
D e E). Pesou-se cada capsula inicialmente cheia e depois de esvaziada de seu
conteudo. O peso meédio do conteudo foi determinado pela diferenca dos valores
individuais obtidos pelas cdpsulas cheias e vazias. Foram pesados 0,1125 g; 0,1020 g;
0,1013 g e 0,1148 g das amostras B, C, D e E (por¢cdo equivalente a 1,0 mg de
bumetanida). Cada porc¢éo foi submetida a agitagcdo com 5,0 mL de uma mistura etanol
e SDS 8,0 x 10° mol L™ (1:1) em agitador magnético por 5 minutos. A solucdo foi
filtrada em uma seringa comum contendo quantidades adequadas de algoddao comum
(massa media=1,0286 @), esse método é baseado em TININIS et al®’. O filtrado foi
recolhido, transferido a um baléo volumétrico de 10,00 mL e o volume completado com
a mistura etanol e SDS 8,00 x 10° mol L™ (1:1). Foi tomada uma aliquota de 0,500 mL

para que fosse preparada uma solugéo 5,00 mg L™

[1.4.3 Procedimento para analise de bumetanida em urina

Foi tomada uma amostra de uma pessoa saudavel, que ndo fez uso deste
medicamento. A amostra de urina coletada foi fortificada com quantidades conhecidas
de padrdo e na sequéncia submetida a dois tratamentos: extracdo liquido-liquido e

extracdo em fase sélida em cartucho de Cis.
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11.4.3.1 Procedimento empregando extracao liquido-liquido®

Um volume de 20 mL de urina a temperatura ambiente foi centrifugada por 10
minutos a 4000 rpm na Centrifuga Excelsa Baby, modelo 208 N. Apdés a centrifugacao o
sobrenadante foi retirado e transferido a um béquer de 20 mL. Uma aliquota de 5 mL foi
tomada desta solucdo e fortificada com 5 mL de solugcdo contendo bumetanida na
concentracdo de 5,49 x 10 mol L™ em acetato de etila. A amostra foi entdo extraida
com 3 porcdes de 5 mL de acetato de etila em funil de separacdo de 125 mL. Em
seguida a fase orgéanica foi evaporada até a secura em chapa de aquecimento a 35°C
por uma hora. O residuo contendo bumetanida foi retomado em uma mistura de etanol
e SDS (1:1); transferido quantitativamente para um baldo de 25,00 mL, sendo a
concentracéo final de bumetanida de 1,10 x 10 mol L™. Diluicées adequadas foram

feitas para o preparo de solucdes de concentracdo de 8,23 x 10° a 1,65 x 10 mol L™,

1.4.3.2 Procedimento empregando extracdo em fase sélida>

Um volume de 20 mL de urina a temperatura ambiente foi centrifugada por 10
minutos a 4000 rpm na Centrifuga Excelsa Baby, modelo 208 N. Apdés a centrifugagdo o
sobrenadante foi retirado e transferido a um béquer de 20 mL. Uma aliquota de 1 mL foi
tomada desta solugéo e fortificada com 1 mL de solugédo contendo bumetanida (2,06 x
10 2,74 x 10* 3,43 x 10 4,12 x 10“ mol L™ ou 75, 100, 125 e 150 ppm) em mistura
de etanol e SDS 1,00 x 102 mol L™ (1:1). O cartucho de Cig (Bond Elut Jr. - Varian) foi

previamente condicionado com 1 mL de metanol e 1 mL de 4gua desionizada. Passou-
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se a solucédo contendo amostra e bumetanida no cartucho, apos isto foram extraidas 5
por¢cdes com 1 mL de agua deionizada a fim de lavar e eliminar a matriz biologica. A
bumetanida foi eluida com 1 mL de metanol e o residuo levado a evaporacdo até a
secura em chapa de aquecimento a 35°C por uma hora. O residuo contendo
bumetanida foi retomado com a mistura de etanol e SDS 1,00 x 102 mol L™ (1:24);
transferido quantitativamente para um baldo de 25,00 mL, sendo a concentracao final

de bumetanida de 8,23 x 10 1,09 x 10°; 1,37 x 10° e 1,65 x 10° mol L* (3,45 e 6

ppm).

1.5 Andlise das amostras de medicamentos pelo método de referéncia®

A Farmacopéia Americana (USP)*® recomenda a cromatografia liquida de alta
eficiéncia para determinacdo quantitativa de bumetanida em medicamentos, operando

em fase reversa com deteccao ultravioleta (254 nm).

[1.5.1 Solugdes utilizadas

[1.5.1.1 Preparo da fase movel

A fase movel utilizada foi uma solugdo contendo metanol, agua, tetrahidrofurano
e acido acético glacial na proporcdo 50:45:5:2. Esta fase movel foi filtrada em
membrana de 0,45 pum sob vacuo e degaseificada através de borbulhamento de hélio

por 30 minutos em banho de ultrassom.
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[1.5.1.2 Solucgéo estoque de bumetanida

Inicialmente foi preparada uma solucdo contendo metanol, tetrahidrofurano e
acido acético glacial na proporgéo 86:10:4. Foi preparada uma solucdo 6,86 x 10™ mol
L' de bumetanida através da dissolucdo de 250,0 mg de bumetanida na solucgéo
preparada anteriormente. A solucdo de trabalho foi utilizada para o preparo das

solucgdes de referéncia utilizadas para a construgéo da curva de calibracéo.

[1.5.1.3 Preparo das amostras

Foram preparadas solugdes estoque das amostras de forma que a concentragao
de bumetanida fosse 6,86 x 10 mol L™. Dessas solucées foram preparadas através de
conveniente diluicdo, solucdes com concentracdo de bumetanida igual a 1,37 x 10 mol
L. Antes das andlises as solucdes foram filtradas em filtros de 0,45um (Millex-HV,

Millipore). As amostras foram preparadas em triplicatas
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lIl. METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO.

[1l.1 Espectroscopia de reflectancia difusa

[11.1.1 Estudo e otimizacao das condigdes experimentais

Antes do desenvolvimento do trabalho, experimentos preliminares feitos em
nosso laboratorio com a reacdo de bumetanida com p-dimetilaminocinamaldeido em
meio &cido sobre a superficie do papel de filtro demonstraram a formacdo de um
produto colorido (cor de rosa), com valor maximo de Ar (densidade 6ptica para medida

de reflectancia) em 525 nm, como mostra a Figura 10.
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Figura 10. Espectro de reflectancia da reacdo de spot test no papel de filtro entre p-DAC, acido
cloridrico e bumetanida. O valor méximo de Agr foi obtido em 525 nm. Concentracdo de

bumetanida = 1,37 x 102 mol L™
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O p-DAC ¢é um reagente analitico utilizado para a determinacao
espectrofotométrica de aminas aromaticas ou alifaticas, primarias ou secundarias. A
reacao entre aminas secundarias aromaticas e p-DAC ocorre através da condensacao
do grupo amino secundario protonado com o grupo carbonila do reagente para produzir
o sal de iminio™.

Na literatura h& alguns métodos reportados para determinacdes

espectrofotométricas utilizando o p-DAC. ZAWILLA et al®® fazem a descrias se
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[11.1.2 Otimizacado dos fatores envolvidos nareacao de spot test

Inicialmente foi feito um planejamento fatorial completo onde se realizou uma
triagem das principais variaveis. Feito isto, a metodologia de superficie de resposta foi
adotada para avaliar a relacdo existente entre essas variaveis e a medida de
reflectancia do produto colorido formado sobre a superficie do papel de filtro. Todos os

resultados obtidos foram analisados utilizando o programa Origin, versao 6.0.

[11.1.2.1 Triagem das variaveis

Segundo JUNGREIS® a cor do spot test deve ser uniforme sobre toda a
superficie a fim de assegurar medidas de reflectancia repetitiveis. Para tanto, foram
considerados fatores importantes: ordem e velocidade de adicdo dos reagentes,
qualidade do papel de filtro utilizado e volume da solugéo adicionada. Para uma melhor
obtencdo de um spot test com sensibilidade analitica adequada, repetitivel e uniforme
as principais caracteristicas que afetam o desenvolvimento da cor foram estudadas
através de planejamentos experimentais adequados.

Inicialmente uma triagem das variaveis que afetam a reacao de spot test foi feita.
As variaveis do sistema foram selecionadas com base em conhecimentos prévios
adquiridos em testes preliminares feitos em nosso laboratério onde foi constatado que a
reacdo com p-DAC ocorre em meio de acido cloridrico imediatamente apds a adigédo
das solucdes sobre a superficie do papel de filtro.

Um primeiro planejamento fatorial completo (2°) foi realizado no qual trés

varidveis consideradas importantes foram selecionadas e avaliadas em dois niveis
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[baixo (-1) e alto (+1)]. O papel de filtro utilizado como suporte sdlido foi sempre com a
mesma area e qualidade. O volume de cada solucéo adicionada foi mantido fixo em 20
uL para cada solucdo. Os resultados obtidos para as medidas feitas em triplicata e as

condicOes utilizadas estéo ilustradas na Tabela 2.

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial completo para triagem das variaveis com o0s

respectivos valores de Ag. Concentracdo de bumetanida = 2,74 x 10 mol L™

Variaveis nao codificadas Variaveis codificadas
NGmero | [Acido R , | [Acido Ar % SD°
Cloridrico] ® [p-DAC] OA Cloridrico] [p-DACT | OA
1 40x10" | 1,7x10° | X - - - 0,309+0,06
2 8,0x10" | 1,7x10% | X + - - 0,242+0,03
3 40x10* | 3,3x107 | X - + - | 0,539+0,03
4 8,0x10* | 3,3x10% | X + + - 0,434+0,04
5 40x10* | 1,7x10% | Y - - + | 0,463%0,02
6 8,0x10" | 1,7x10% | Y + - + | 0,241+0,04
7 40x10* | 3,3x10% | Y - + + | 0,263+0,01
8 8,0x10* | 3,3x10% | Y + + + | 0,552+0,01
dmol L™

® ordem de adicéo dos reagentes: X= bumetanida, H", p-DAC e Y= p-DAC, H*, bumetanida
¢ desvio padréo

A Figura 11 apresenta os efeitos estimados dos fatores investigados e suas
interacdes. De acordo com a Figura 11, a variavel mais importante € a ordem de adicao
dos reagentes, com um efeito de sinal positivo, indicando que uma melhor resposta é
obtida quando esta variavel esta ajustada no nivel alto (+1). A partir desses resultados a
ordem de adicdo dos reagentes pdde ser fixada no nivel alto (+1) e foi observado que

melhores resultados seriam obtidos se a concentracédo de acido cloridrico fosse igual ou
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inferior a 4,2 x 10" mol L™. Para continuar a otimizacdo, passou-se a analisar as

concentracdes de acido cloridrico e p-DAC a serem utilizadas.

Variavel Dependente A g

|
T
(3)0A | | 16,167
|
:
|
(VHCI | I -4,89768
|
|
[}
1by3 | 41,78755
[}
[}
[}
2by3 t 1/536203
[}
[}
[}
1by2 | 1,059146
[}
[}
[}
(2)PDAC | -1045 |
|
I
p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 11. Gréfico dos principais efeitos e de interacdo estimados para as variaveis estudadas

A partir desses resultados a ordem de adicdo dos reagentes pdde se fixada no
nivel alto (+) e observou-se que melhores resultados seriam obtidos se a concentragédo
de acido cloridrico fosse igual ou inferior a 4,2 x 10" mol L™. Para continuar a
otimizagdo. Passamos a enfocar o efeito da concentragcdo de &cido cloridrico e a

concentracdo de p-DAC a ser utilizada.

[11.1.2.2 Metodologia de superficie de resposta

De acordo com os resultados obtidos no estudo para triagem das variaveis

construiu-se a superficie de resposta para modelagem e analise da forma com que a
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resposta de interesse (medida de reflectancia do produto colorido) é simultaneamente
influenciada pelas variaveis: concentracdo de p-DAC e concentracao de acido cloridrico
através de um planejamento composto central cuja matriz esta representada na Tabela
3. Realizados o0s ensaios do planejamento composto central. Na Tabela 3 esta

representada a matriz utilizada e seus respectivos valores de reflectancia.

Tabela 3. Matriz do planejamento composto central e o0s respectivos valores de Ag

Concentracdo de bumetanida = 2,74 x 10 mol L™

Ensaio Variaveis nao Variaveis codificadas | ARr s25nm
codificadas
[Acido cloridrico] [p-DAC] clgél'cdi?igo] [p-DAC]
1 1,7x10" | 3,0x 107 - - 0,584
2 31x10" | 3,0x10? + - 0,421
3 1,7x10" | 4,2x10% - + 0,453
4 31x10" | 4,2x10? + + 0,436
5 2,4x10" | 3,6x107 0 0 0,582
6 2,4x10" | 3,6x107 0 0 0,611
7 1,4x 10" | 3,6x 107 -1,41 0 0,517
8 34x10" | 3,6x107? +1,41 0 0,480
9 2,4x10" | 2,8x107 0 -1,41 0,528
10 2,4x10" | 45x107 0 +1,41 0,485

2 mol L*
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Na Figura 12 estd relatada a superficie de resposta juntamente com sua
respectiva curva de nivel, nela a regido do valor maximo de reflectancia esta situada na
area mais escura do gréfico, que representa as condicfes experimentais 6timas para a
realizacdo da reacéo de spot test. Nesta regido encontra-se também o ponto central do

planejamento.
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[11.1.2 Estudo da estabilidade 6ptica da reacéo

Foi realizado um estudo para determinacdo da estabilidade optica do produto
colorido formado da reacéo entre p-DAC e bumetanida, para tanto, foi feita uma reacéo
de spot test sobre a superficie de um papel de filtro e medido o valor da medida de
reflectancia em 525 nm durante 60 minutos, em intervalos de 5 minutos. Na Tabela 4
estdo representados os resultados obtidos neste estudo. Observa-se que nao houve
diferenca significativa nos valores de Ar medidos durante o periodo de estudo,
indicando a estabilidade optica do produto formado na reacéo de spot test entre p-DAC
e bumetanida, por pelo menos 60 minutos. A reflectancia foi medida apos 24 horas e se

mostrou estavel apresentando um desvio padrao relativo de 1,4%.

A Figura 13 representa os resultados da Tabela 4, de modo a facilitar a

visualizacdo do periodo da estabilidade da reacéo.
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Tabela 4. Valores de reflectancia para a reacéo entre p-DAC (3,4 x 102 mol L), HCI (2,1 x 10™
mol L") e bumetanida (2,74 x 10 mol L'Y).

Tempo (minutos) AT 525 nm
5 0,582
10 0,608
15 0,603
20 0,591
25 0,600
30 0,599
35 0,591
40 0,589
45 0,574
50 0,576
55 0,577
60 0,574
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Figura 13. Estudo da estabilidade oOptica do produto formado entre p-DAC e bumetanida em
meio &cido. Condigbes: 20uL de p-DAC 3,4 x 10 mol L™; 20uL de &cido cloridrico 2,1 x 10

mol L™ e 20 pL de solugéo de bumetanida = 2,74 x 10° mol L™

[11.1.3 Construcdo da curva analitica

Feita a otimizacdo das condicbes experimentais, efetuou-se a construcdo da
curva analitica. Para tanto, a partir da solucao descrita no item 11.3.1-a foram tomadas
aliquotas de 0,250; 0,500; 1,00; 1,50; 2,00 e 2,50 mL para bal6es volumétricos de 5,00
mL e completados com metanol, a fim de se obter concentracdes de 50, 100, 200, 300,
400 e 500 mg L™ (1,37 x 10* a 1,37 x 10° mol L ).

A solucdo de p-DAC 3,4 x 102 mol L* (reagente cromogénico) e de &cido
cloridrico foram preparadas segundo o item 11.3.1-b e c. Para a realizacdo do spot test

foi adicionado 20pL de p-DAC 3,4 x 102 mol L™, 20uL de HCI 2,1 x 10" mol L™ e 20pL

da solugcdo contendo o analito. Um branco segundo o mesmo procedimento foi
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preparado, porém sem o analito de interesse. As medidas de reflectancia foram feitas

em 525 nm, os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

A curva analitica, construida em triplicata, esta representada na Figura 14,
mostrando uma relacédo linear entre Ar s25 nm € @ concentracdo de bumetanida no
intervalo de 1,37 x 10* a 1,37 x 10 mol L™* com um bom coeficiente de correlacdo
(r=0,999). O mesmo procedimento aplicado para preparar as amostras foi feito para a
solucéo estoque de bumetanida utilizada para a construcdo da curva analitica, nao foi
observada diferencas nos valores de reflectancia medidos quando se aplicou o
procedimento de preparo das amostras, indicando que ndo ha perdas do analito

durante o preparo das amostras.

A equacdo matematica que descreve a relacdo linear obtida € dada por: Ag =

0,0499 + 289,2 x C, onde C é a concentracéo de bumetanida em mol L™.

Para avaliar a precisdo do método desenvolvido estudos de repetibilidade foram
feitos. Para isto, analises em replicata (n=10) foram realizadas em uma mesma
amostra contendo 1,92 x 10 mol L™ de bumetanida para avaliar a preciséo intradia, ja
para o estudo da precisdo interdia a mesma amostra foi analisada durante trés dias
consecutivos. Os resultados obtidos, em termos de desvio padrdo relativo (R.S.D.)

foram de 0,4% para o estudo intradia e 1,4% para o estudo interdia.

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram calculados
segundo as recomendacdes da IUPAC®**°. O limite de deteccdo pode ser calculado de
acordo com a seguinte expressdo: LOD = 3 x SDP" /inclinac&o da curva analitica, ja o
limite de quantificacdo pode ser calculado de acordo com a expressao: LOQ = 10 x

SDP™@™° Jinclinagdo da curva analitica. Foram realizadas medidas de reflectancia do
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branco em replicatas (n=10). Os valores encontrados foram 3,98 x 10 mol L™ para o

LOD e 1,33 x 10“ mol L™ para o LOQ.

Tabela 5. Valores de reflectancia obtidos na construgdo da curva analitica para determinagéo
de bumetanida através da reagéo com p-DAC (3,4 x 10% mol L") e HCI (2,1 x 10" mol L™) em

suporte sélido (papel de filtro).

[bumetanida] 10 (mol L™ AR 5250m
0,137 0,082
0,274 0,129
0,549 0,219
0,823 0,285
1,09 0,366
1,37 0,443

A Figura 14 apresenta o tratamento mateméatico das medidas de reflectancia a
fim de verificar a linearidade da curva analitica obtida a partir dos resultados

apresentados na Tabela 5.
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[bumetanida] mol L™

Figura 14. Curva analitica com sua respectiva regressdo linear obtida ap6s o tratamento

matematico dos resultados apresentados na Tabela 5.

I11.1.4 Resumo dos resultados

A Tabela 6 apresenta os principais parametros otimizados e caracteristicas do

método desenvolvido.
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Tabela 6. Resumo e caracteristicas do método desenvolvido.

Parametro
Concentracéo de p-DAC [mol L] 3,4x 107
Concentracéo de HCI [mol L™ 2,1x10*
Intervalo de linearidade (mol L™) 1,37 x10*a 1,37 x 107
Coeficiente de correlacéo (r) 0,999
Coeficiente angular 289
Coeficiente linear 0,050
A max (nm) 525
Estabilidade optica do produto formado (min) Pelo menos 60
Limite de deteccdo (mol L™) 3,98 x 10°
Limite de quantificacdo (mol L™ 1,33 x 10*

I11.1.5 Estudo dos interferentes

O efeito de interferentes em potencial na determinacdo de bumetanida em
medicamentos foi avaliado para excipientes normalmente presentes em amostras
comerciais. Nestes experimentos foram utilizadas solugbes de referéncia de
bumetanida na concentracdo de 8,23 x 10 mol L™ as quais se adicionou interferente
(amido de milho, lactose, didxido de silicio, polivinilpirrolidona, estearato de magnésio e
talco) em concentracdes igual e 10 vezes superior daguela de bumetanida (em massa).
As solucées de p-DAC 3,4 x 102 mol L™ e HCI 2,1 x 10™* mol L™ foram preparadas
conforme descrito no item 11.3.1-b e c. As solugbes de bumetanida contendo
interferente, em que ndo houve dissolugao total do interferente, foram filtradas em uma

bola de algodao, antes de ser retirada a aliquota para a reacgéo.
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No experimento adicionou-se 20pL de p-DAC (3,4 x 10 mol L™), 20uL de HCI
(2,1 x 10" mol L") e 20pL de solugédo de bumetanida contendo interferente. Caso o
sinal de reflectancia sofresse um erro igual ou maior a 5% na determinacéo do farmaco
a presenca de interferéncia seria considerada. A porcentagem de bumetanida
encontrada nas solucdes adicionadas foi de 96,2 a 104%, com coeficiente de variacédo
menor que 3% para trés repeticbes, constatando que nenhuma interferéncia

significativa foi observada a partir desses excipientes, sob as condi¢cdes estudadas.

I11.1.6 Analise das amostras comerciais

A partir da cada solucdo contendo amostra preparada segundo os itens 11.3.2.1 e
11.3.2.2 foi feita a reacdo em papel de filtro, reagindo 20uL de p-DAC (3,4 x 102 mol L),
20pL de HCI (2,1 x 10" mol L") e 20uL da solucdo contendo amostra. Um branco
também foi preparado. A reflectancia foi medida em 525nm. Realizaram-se 3 repeticdes

em cada analise.

Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 7, os quais estdo em
excelente concordancia com os resultados obtidos nas andlises das amostras pelo
método oficial, recomendado pela USP. O método desenvolvido é exato, preciso

podendo ser aplicado na determinacdo de bumetanaida em medicamentos.
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Tabela 7. Determinacédo de bumetanida em formulagcfes farmacéuticas comerciais.

Método Proposto CLAE*°
Amostras® t-valor F-valor
Encontrado® Encontrado®
(2,78)° (19,00)°
A 0,992+0,008 2,12 1,77 1,000+0,006
B 0,989+0,004 2,00 11,11 1,000+0,007
C 0,998+0,004 0,76 1,90 1,000+0,006
D 0,988+0,009 2,50 12,13 1,010+0,003
E 1,000+0,010 0,50 1,98 1,000+0,007

 Valor Declarado: 1 mg bumetanida/comprimido.
® Média + Desvio padréo (DP), n = 3.
°Valores teoricos de t e F em nivel de confianca de 95%.

A verificacdo de eventuais efeitos de matriz foi estudada via método adicdo de
padrdo, onde quantidades conhecidas de bumetanida pura (padrdo analitico) foram
adicionadas a trés amostras pré-analisadas, foram adicionados os equivalentes a 0, 50,
100 e 150% da quantidade de bumetanida presente. Os resultados encontrados

apresentam médias de recuperacao entre 98,0 a 102%, indicando a auséncia de efeitos

de matriz significativos. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos nesse estudo.



Tabela 8. Resultados de

farmacéuticas.

recuperacdo de bumetanida adicionada nas formulagdes

Amostra [bumetanida] | [bumetanida] R.S.D." % R®
adicionada encontrada®
mol L™ mol L™

Burinax 1,92 x 10™
9,61 x 10° 9,55 x 10 1,82 99,5

1,92 x 10 1,91 x 10" 0,753 99,7

3,84 x 10™ 3,85 x 10™ 1,43 100

Manipulada B 1,91 x 10™
9,61 x 10° 9,56 x 107 2,65 99,6

1,92 x 10™ 1,93 x 10™ 1,34 101

3,84 x 10™ 3,84 x 10™ 0,323 99,9

Manipulada C 1,92 x 10
9,61 x 10° 9,41 x 10° 1,02 98,0

1,92 x 10 1,94 x 10™ 0,243 101

3,84 x 10™ 3,91 x 10™ 1,54 102

#média de 3 determinacdes

® R.S.D.: desvio padrao relativo

° R: recuperacio
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I11.1.7 Conclusdes

Este trabalho demonstrou pela primeira vez, que a espectroscopia de reflectancia
difusa associada ao emprego de spot tests quantitativos pode ser utilizada com sucesso
no controle de qualidade de formulacBes farmacéuticas contendo bumetanida. Para
otimizacdo do experimento foram feitos um planejamento fatorial e metodologia de
superficie de resposta. Assim pdde-se determinar as condi¢cdes experimentais 6timas
para realizacdo dos experimentos, onde foram estabelecidas condi¢cdes para obter um

valor maximo de reflectancia.

Foram observadas uma boa linearidade e auséncia de interferéncia significativa
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Seu efeito catalitico tem sido objeto de estudo em rea¢des de condensacéo de aldeidos
como p-DAC com aminas®.

Antes do desenvolvimento do trabalho, experimentos preliminares foram feitos
em nosso laboratdrio objetivando o estudo da reacdo entre bumetanida, p-DAC em
meio de &cido cloridrico e o surfactante Dodecil Sulfato de Sédio (SDS). Para tanto, as
solucbes de reagentes foram adicionadas em baldes volumétricos de 5,00 mL de
acordo com a Tabela 9. Os volumes dos baldes volumétricos foram completados com

agua desionizada até o menisco.

Tabela 9. Verificagéo do efeito da presenca de SDS sobre a rea¢é@o colorimétrica proposta.

Baldo Bum(:ir;idaa p-DAC/HCI® (mL) | SDS® (mL) A sonm®
la 0,025 1,00 0,500 0,959
e 1,00 0500 | -
2 0,025 1,00 0,202
b | 1.00 I

2 bumetanida 2,75 x 10° mol L™;

® p-DAC 3,3 x 102 mol L™ preparado em HCI 2,2 x 10" mol L™
° SDS 0,10 mol L™;

¢ Brancos analiticos

¢ Absorbancia medida no tempo de 482 segundos (8 minutos)

Segundo os testes, pdde-se verificar que a reacdo ocorre instantaneamente apos
a adicdo do SDS, resultando em um produto de coloragdo laranja bem intenso, porém
para uma mesma concentracdo de bumetanida (1,37 x 10 mol L™ apés a diluicdo) a
coloracdo da solucgéao foi visivelmente menos intensa quando o SDS néo foi adicionado.

Na Figura 15 est4 representada uma comparacao onde também foi realizado um estudo
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da estabilidade 6ptica dos produtos formados. As leituras foram feitas a cada 2 minutos,

durante 60 minutos.

10000000000000000000000000( b

0,2—I..llllllllllllllllllllllll

a

o+
0o 10 20 30 40 50 60

tempo (min)

Figura 15. Estudo da estabilidade e comparacdo do uso de SDS. a: sem adicdo de SDS, b:
com adicéo de SDS.

A partir da analise da Figura 15 é evidente o aumento significativo na
sensibilidade da reacao quando foi utilizado meio micelar (SDS). Nesta condicdo uma
absorbancia de 0,959 foi obtida em 520 nm, enquanto que uma absorbancia de 0,202
foi obtida no meio reacional em que néo foi adicionado SDS. Estes valores indicam um
aumento de 4,75 vezes na sensibilidade analitica, utilizando-se meio micelar (SDS)
para a promocéo da reagdo colorimétrica proposta. A partir desses resultados passou-
se a estudar qual seria a concentracdo ideal de SDS na reacdo através do

planejamento de experimentos.
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[11.3. Analise por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica —

sistema em confluéncia

[11.3.1 Estudo e otimizacdo das condicdes experimentais

Para a otimizacdo do procedimento de analise por injecdo em fluxo proposto
para determinacdo de bumetanida os parametros do sistema em fluxo e as variaveis
quimicas foram investigados separadamente para facilitar a execucdo dos
experimentos. Desta forma as variaveis do sistema em fluxo (rotagdo da bomba, volume
da alca de amostragem e tamanho da bobina reacional) foram inicialmente otimizadas e
na sequéncia as variaveis quimicas (concentracbes de SDS, p-DAC e HCI) foram
otimizadas. O procedimento de otimizacdo foi realizado utilizando-se dois tipos de
planejamento de experimentos: um planejamento fatorial para definicdo das variaveis
mais significativas, e o planejamento composto central para a obtencdo da superficie de
resposta onde uma condicdo experimental 6tima para a realizacdo dos experimentos

pode ser determinada.

[11.3.1.1 Otimizag&o das variaveis no sistema de FIA

[11.3.1.1.1 Triagem das variaveis

Inicialmente um planejamento fatorial completo com as variaveis: rotacdo da
bomba, volume da alga de amostragem e tamanho da bobina reacional foi feito. Neste
estudo as concentracdes dos reagentes envolvidos e de bumetanida foram mantidas
constantes. As concentragOes foram selecionadas de acordos com testes preliminares

feitos em nosso laboratério. Os melhores resultados foram obtidos quando a amostra
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(bumetanida 1,37 x 10 mol L) foi injetada através da valvula de injecdo no fluxo
transportador de SDS (1,0 x 102 mol L) entdo combinada com o fluxo do reagente p-
DAC 8,4 x 10 mol L™ preparado em HCI 4,4 x 10 mol L™ através de uma confluéncia.
A Tabela 10 apresenta as variaveis experimentais selecionadas e 0s respectivos

valores de A para as medidas em triplicata.

Tabela 10. Matriz do planejamento fatorial completo para triagem das variaveis com 0s

respectivos valores de A. Concentragcdo de bumetanida = 1,37 x 10° mol L*

d

Numero Variaveis nao codificadas Variaveis codificadas Asoonm
Rotac&o® Alga’ Bobina® | Rotagdo Alca Bobina

1 10 250 80 -1 -1 -1 0,321+ 4,4x10™
2 15 250 80 +1 -1 -1 0,263+ 3,1x10™
3 10 500 80 -1 +1 -1 0,457+ 2,0x107®
4 15 500 80 +1 +1 -1 0,359+ 1,0x10°
5 10 250 140 -1 -1 +1 0,387z 8,2x10™
6 15 250 140 +1 -1 +1 0,352+ 4,1x10™
7 10 500 140 -1 +1 +1 0,500z 5,2x10™
8 15 500 140 +1 +1 +1 0,436+ 7,9x10™

% rpm (rotacdes por minuto)

b UL

‘cm

4 média + desvio padrédo de trés determinacdes

A Figura 16 apresenta o grafico dos efeitos estimados e suas interacdes. De
acordo com o Gréafico de Pareto apresentado na figura abaixo, a variavel mais
importante € o volume da alca de amostragem e o tamanho da bobina reacional,
devendo estes ser aumentados. Segundo o planejamento, a rotacdo da bomba deveria
ser diminuida, porém isso acarretaria em um grande tempo de andlise, pois desta forma

o0 sistema ficaria muito lento, sendo entdo a mesma, fixada no nivel mais alto (+1) em
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15 rpm. Para continuar a otimizacdo passou-se a analisar o volume da alca de

amostragem e o tamanho da bobina de reacéo.

alga

bobina |

rotagdo [

1lby2 |

1lby3 |

2by3 |

161,4309

-149,081

-42,9305

30,70392

-18,6765

251,1636 1

p=,05

Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 16. Grafico dos principais efeitos e de interagdo estimados para as variaveis estudadas

[11.3.1.1.2 Metodologia de superficie de resposta

Para continuar a otimizacdo das condi¢cdes experimentais, passou-se a analisar o

volume da alca de amostragem e o tamanho da bobina de reacdo simultaneamente e

seu efeito sobre a varidvel resposta (medida de absorbancia), para tanto um

planejamento composto central foi feito. A matriz estd representada na Tabela 11,

juntamente com as variaveis estudadas, seus respectivos niveis (codificados e nao

codificados) e os respectivos valores de A.
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Tabela 11. Matriz experimental do planejamento composto central. Concentracdo de
bumetanida = 1,37 x 10° mol L*

Ensaio Variaveis nao Variaveis codificadas A 520 nm
codificadas
Alga® Bobina® Alca Bobina

1 747 127 -1 -1 0,392

2 960 127 +1 -1 0,394

3 147 163 -1 +1 0,404

4 960 163 +1 +1 0,437

5 853 145 0 0 0,424

6 853 145 0 0 0,430

7 853 145 0 0 0,424

8 853 145 0 0 0,432

9 703 145 -1,41 0 0,376

10 1000 145 +1,41 0 0,411

11 853 120 0 -1,41 0,381

12 853 170 0 +1,41 0,425
"L
®cm

Na Figura 17 estd relatada a superficie de resposta juntamente com sua
respectiva curva de nivel, nela a regido do valor maximo de absorbancia esta situada
na &rea mais escura do grafico, que representa as condigdes experimentais 6timas para

a reacdo. Nesta regido encontra-se também o ponto central do planejamento.



T
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Apods a realizacdo de toda a analise estatistica dos dados e definida a superficie
de resposta determinou-se que as melhores condicbes experimentais seriam: volume
da alca de amostragem = 918 pL e tamanho da bobina de reacdo = 163 cm.

Foram realizados experimentos em replicata (n=4) nas condi¢cfes experimentais
determinadas pelo modelo matematico para se verificar a concordancia entre o
resultado obtido aquele calculado pelo programa. O resultado predito pelo modelo
matematico foi 0,438 e o encontrado experimentalmente foi 0,382 + 1,93 x 10 (R.S.D.

= 0,5%), a um nivel de confianca de 95%.

[11.3.1.2 Variaveis Quimicas

[11.3.1.2.1 Triagem das variaveis

As variaveis quimicas que afetam a reacdo entre bumetanida e p-DAC em meio
micelar e acido cloridrico diluido foram inicialmente estudadas fazendo-se um
planejamento fatorial completo para as trés varidveis em dois niveis [baixo (-1) e alto
(+1)]. As variaveis experimentais selecionadas e o0s respectivos valores de A para as

medidas em triplicata estéo ilustradas na Tabela 12.
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Tabela 12. Matriz do planejamento fatorial completo para triagem das variaveis com o0s

respectivos valores de A. Concentracéo de bumetanida = 2,74 x 10®° mol L™

Variaveis em seus niveis reais | Variaveis codificadas
Ensaio [HCI] [p-DAC] [SDS] [HC] | [p-DAC] | [SDS] Aszonm * SD?
mol L™ mol L™ mol L™
1 2,4x10% | 4,5x10° 1,0 x 10° -1 -1 -1 0,409 + 0,001
2 4,8 x 10 4,5 x107 1,0 x 10 +1 -1 -1 0,541 + 0,002
3 2,4 x 1072 5,6 x10® 1,0 x 10 -1 +1 -1 0,416 +0,002
4 4,8 x 102 5,6 x10® 1,0 x 1072 +1 +1 -1 0,568 = 0,009
5 2,4x10% | 45x10° | 2,0x107 -1 -1 +1 0,251 + 0,014
6 4,8 x 10 4,5 x107 2,0 x 102 +1 -1 +1 0,350 = 0,004
7 2,4 x 1072 5,6 x10® 2,0 x 102 -1 +1 +1 0,267 = 0,004
8 4,8 x 102 5,5 x103 2,0 x 102 +1 +1 +1 0,392 + 0,008

% média + desvio padréo de trés determinagdes

A Figura 18 apresenta o grafico dos efeitos estimados e suas intera¢des. De

acordo com o gréafico, as varidveis mais importantes sdo a concentragdo de SDS e de

acido cloridrico, devendo a concentragdo de SDS ser diminuida e a de HCl aumentada.

A variavel menos importante, a concentracéo de p-DAC foi fixada em 5,6 x 10 mol L™,

isto €, no nivel alto (+1).
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Variavel dependente A

I
1
I
(3)SDS | ! -59,9678 1
|
|
I
(HHCI | \ 45,39556
|
|
T
(2)p-DAC | | 8,224748

I
T
|

le3 I |-5,36016
|
|

le2 t | 4,004453
1

2e3 | 2,239248
|
1

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 18. Gréfico dos principais efeitos e de interacdo estimados para as variaveis estudadas

111.3.1.2.2 Metodologia de superficie de resposta

A partir dos resultados obtidos no estudo para triagem das variaveis partiu-se
para um planejamento composto central onde as variaveis estudadas foram:
concentracdo de HCI e SDS. Na Tabela 13 esta representada a matriz utilizada no
planejamento com as variaveis estudadas, seus respectivos niveis (codificados e nédo

codificados) e os valores de A obtidos.
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Tabela 13. Matriz experimental do planejamento composto central.
bumetanida = 1,37 x 10° mol L*

Concentracédo de

Ensaio Variaveis nao Variaveis codificadas A 520 nm
codificadas
cléf}gir(ijcoo]a [SDS]a [Acido cloridrico] [SDS]
1 52x10% | 57x10° 1 1 0,610
5 6,8x10% | 57x10° +1 1 0,617
3 52x10% | 9,3x10° 1 +1 0,586
4 6,8x10% | 9,3x10° 1 +1 0,623
5 6,0x10% | 7,5x10° 0 0 0,634
6 6,0x10% | 7,5x10° 0 0 0,640
- 6,0x10% | 7,5x10° 0 0 0,632
8 6,0x10% | 7,5x10° 0 0 0,634
9 4,8x10% | 75x10° 141 0 0,573
10 7,2x10% | 7,5x10° 11,41 0 0,608
11 6,0x10% | 50x10° 0 141 0,621
12 6,0x 107 | 1,0x 107 0 +1.41 0,625
“mol L*

Na Figura 19 estd relatada a superficie de resposta juntamente com sua
respectiva curva de nivel, nela a regido do valor maximo de absorbancia esta situada
na area mais escura do gréafico, que representa as condicdes experimentais 6timas para

a reacdo. Nesta regido encontra-se também o ponto central do planejamento.
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ApoOs a realizacdo de toda a analise estatistica dos dados e definida a superficie
de resposta determinou-se que as melhores condicbes experimentais seriam:
concentracgéo de HCI 6,2 x 102 mol L™ e SDS 8,0 x 10° mol L™,

Foram realizados experimentos em replicata (n=4) nas condicfes experimentais
determinadas pelo modelo matematico para se verificar a concordancia entre o
resultado obtido aquele calculado pelo programa. O resultado predito pelo modelo
matematico foi 0,637 e o encontrado experimentalmente foi 0,637 + 1,41 x 10° (R.S.D.

= 0,2%), a um nivel de confianca de 95%.

[11.3.2 Construcgdo da curva analitica

O diagrama esquematico do sistema de andlise por injecdo em fluxo utilizado
esta representado na Figura 20. Nesse procedimento aliquotas de 918 pL das solugbes
de referéncia de bumetanida foram introduzidas no fluxo transportador (SDS 8,0 x 103
mol L™ a uma vazdo de 2,88 mL min™as quais confluem em X (ponto de confluéncia)
com a solucdo reagente (p-DAC 5,6 x 10°mol L™) preparada em HCI 6,2 x 102 mol L*
com vazdo de 1,28 mL min™. Apés a confluéncia ocorre a formacéo do produto colorido
vermelho-alaranjado no reator B, o qual foi monitorado espectrofotometricamente em
520 nm. Os sinais transientes foram registrados no computador e transferidos como
arquivos ASCII para tratamento no programa Origin 7.0, na Figura 21 é mostrado um

exemplo desses sinais.



95

A
T— qp=

/
B

Figura 20. Diagrama esquematico do sistema de andlise em fluxo para determinacgéo
espectrofotométrica de bumetanida. T solucdo transportadora (SDS 8,0 x 10° mol L™) com
vazdo de 2,88 mL min™; A solugbes padrdo ou amostra (alca de amostragem 918 pL); R
solucéo reagente de p-DAC 5,6 x 10 mol L™ preparada em HCI 6,2 x 10 mol L™* com vaz&o de
1,28 mL min™; x ponto de confluéncia; B bobina reacional (163 cm); E espectrofotdmetro (520
nm); D descarte.
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Figura 21. Sinais transientes para a reacéo entre p-DAC 5,6 x 10 mol L?, 4cido cloridrico 6,2
x 102 mol L™ e bumetanida na concentracéo de 0,5 a 10 ppm. Solucdo carregadora de SDS 8,0

x 10 mol L.

A curva analitica, construida em triplicata, estd representada na Figura 22,
mostrando uma relagéo linear entre A e a concentragdo de bumetanida no intervalo de
1,37 x 10° a 2,77 x 10 mol L™* com um bom coeficiente de correlacdo (r=0,9999). O
mesmo procedimento aplicado para preparar as amostras foi feito para prepara a
solucdo estoque de bumetanida utilizada para a construcdo da curva analitica, ndo foi
observada diferengcas nos valores de absorbancia medidos quando se aplicou o
procedimento de preparo das amostras, indicando que ndo ha perdas do analito
durante o preparo das amostras. Na Tabela 14 estédo representados os resultados para

construcdo da curva analitica.

A equacdo matematica que descreve a relagdo linear obtida é dada por: A =

0,0037+ 21559 x C, onde C é a concentracdo de bumetanida em mol L™,
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Para avaliar a precisdo do método desenvolvido estudos de repetibilidade foram
feitos. Para isto, analises em replicata (n=10) foram realizadas em uma mesma
amostra contendo 1,37 x 10 mol L™ de bumetanida para avaliar a preciséo intradia, ja
para o estudo da precisdo interdia a mesma amostra foi analisada durante trés dias
consecutivos. Os resultados obtidos, em termos de desvio padrao relativo (R.S.D.)

foram de 1,5% para o estudo intradia e 3,5% para estudo interdia.

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) também foram
calculados®. O limite de deteccdo pode ser calculado de acordo com a seguinte
expressdo: LOD = 3 x Spradrdo mais diuide jinclinacdo da curva analitica, ja o limite de
quantificacdo pode ser calculado de acordo com a express&o: LOQ = 10 x Sppadrdo mais
diuide inclinagdo da curva analitica. Foram realizadas medidas de absorbancia do
padrdo mais diluido em replicatas (n=10). Os valores encontrados foram 3,07 x 10~ mol

L™ para o LOD e 1,03 x 10° mol L™ para o LOQ.

Tabela 14. Valores de absorbéancia obtidos na constru¢do da curva analitica para determinacgéo
de bumetanida através da reacdo com p-DAC 5,59 x 10 mol L* em meio de HCI 6,22 x 107
mol L™ tendo SDS 8,00 x 10 mol L™ como solucéo carregadora.

[bumetanida]. 10™ mol L™ As20nm
0,137 0,032
0,274 0,064
0,549 0,122
1,01 0,243
1,65 0,362
2,19 0,475
274 0,588
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A Figura 22 representa o tratamento matematico das medidas de absorbancia a

fim de verificar a linearidade da curva analitica obtida a partir dos resultados

apresentados na Tabela 14.

0,6

0,5

0,4

0,3 1

A 520nm

0,2 1

0,14

0.0
0,0

| ' | ' | ' | ' | ' |
50x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10°  3,0x10°

[bumetanida] mol L™

Figura 22. Curva analitica obtida apds o tratamento matematico dos resultados apresentados

na Tabela 14.
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111.3.3. Resumo dos resultados

A Tabela 15 apresenta os principais parametros otimizados e caracteristicas do
método desenvolvido.

Tabela 15. Resumo e caracteristicas do método desenvolvido.

Parametro
Concentracédo de p-DAC [mol L] 5,6 x 107
Concentracéo de HCI [mol L™ 6,2 x 1072
Concentracdo de SDS (mol L) 8,0x 103
Intervalo de linearidade (mol L™) 1,37 x10%a 2,77 x 10°
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9999
Coeficiente angular 21559
Coeficiente linear 0,00371
A max (nm) 520
Limite de detecgéo (mol L™) 3,07 x 10”7
Limite de quantificacdo (mol L) 1,03 x 10°
Frequéncia Analitica (amostras h™) 69

111.3.4. Estudo dos interferentes

O efeito de interferentes em potencial na determinacdo de bumetanida em
medicamentos foi avaliado para excipientes normalmente presentes em amostras
comerciais. Nestes experimentos foram utilizadas solucbes de referéncia de
bumetanida na concentracdo de 1,37 x 10> mol L™ as quais se adicionou interferente
(amido de milho, lactose, dioxido de silicio, polivinilpirrolidona, estearato de magnésio e
talco) em concentracdes igual e 10 vezes superior daguela de bumetanida (em massa).

As solucdes de bumetanida contendo interferente, em que nédo houve dissolucao total
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do interferente, foram filtradas em uma bola de algodé&o, antes de ser retirada a aliquota
para a reacao.

Caso o sinal de absorbéncia sofresse um erro igual ou maior a 5% na
determinacdo do farmaco a presenca de interferéncia seria considerada. A
porcentagem de bumetanida encontrada nas soluc¢des adicionadas foi de 98,0 a 102%,
com coeficiente de variagdo menor que 3% para trés repeticdes, constatando que
nenhuma interferéncia foi observada a partir desses excipientes, sob as condicGes

estudadas.

I11.3.5. Andalise das amostras comerciais

As solucdes analisadas foram preparadas segundo os itens 11.4.2.1 e 11.4.2.2. Os
resultados da analise das amostras estdo mostrados na Tabela 16, os quais estdo em
excelente concordancia com os resultados obtidos nas analises das amostras pelo
método CLAE® recomendado pela USP. Os valores calculados de t e F ndo excederam

os valores tedricos tabelados.
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Tabela 16. Determinacéo de bumetanida em amostras comerciais.

Método Proposto CLAE
Amostras® t-valor F-valor
Encontrado® Encontrado®
(2,78)° (19,0)¢
A 0,996+0,001 1,96 3,38 1,000+0,006
B 0,994+0,004 1,37 9,46 1,000+0,007
C 1,000+0,004 0,43 1,35 1,000+0,006
D 0,972+0,006 1,00 5,34 1,010+0,003
E 1,000+0,005 0,77 3,00 1,000+0,007

# Valor Declarado: 1 mg bumetanida/comprimido.
® Média + Desvio padrdo (DP), n = 3.
“Valores teoricos de t e F em nivel de confianca de 95%.

A verificacdo de eventuais efeitos de matriz foi estudada via método da adigéo de
padrdo, onde quantidades conhecidas de bumetanida pura (padrdo analitico) foram
adicionadas a trés amostras pré-analisadas, foram adicionados o equivalente a 0%,
50%, 100% e 150% da quantidade de bumetanida que havia na amostra. Os resultados

encontrados apresentaram médias de recuperacdo entre 97,0 a 103%, indicando a

auséncia de efeitos de matriz significativos.



Tabela 17. Resultados de

farmacéuticas.

recuperagcdo de bumetanida adicionada nas formula¢des

Amostra [bumetanida] | [bumetanida] R.S.D." % R®
adicionada encontrada®
mol L™ mol L™

Burinax | = ----- 552x10° | = -
2,74 x 10° 2,83 x10° 2,32 103

5,49 x 10° 5,65 x 10° 1,94 103

8,23 x 10° 8,23 x 10° 1,06 100

Manipulada B 5,52 x 10°
2,74 x10° 2,66 x 10° 2,33 97,0

5,49 x 10° 5,38 x 10° 2,52 97,7

8,23 x 10° 7,96 x 10° 0,481 96,6

Manipulada C 5,52 x 10°®
2,74 x 10° 2,69 x10° 1,02 98,0

5,49 x 10° 5,41 x 10° 0,912 98,5

8,23 x 10° 8,20 x 10° 0,473 99,6

#média de 3 determinacdes

® R.S.D.: desvio padrao relativo

° R: recuperacio
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[11.3.6. Determinac¢&o de bumetanida em urina

Foi verificada a recuperacdo do farmaco em estudo em uma matriz complexa
(urina). Para tanto, quantidades conhecidas do padrdo foram adicionadas em uma
amostra livre do farmaco.

Foram realizados dois tipos de procedimentos de extracdo: extracdo liquido-

liquido®® e extracdo em fase sélida>.

[11.3.6.1 Extracéo liquido-liquido

Neste procedimento foi realizada uma extracdo liquido-liquido com o solvente
acetato de etila. Para tanto, uma amostra de urina (5 mL) fortificada com uma
quantidade conhecida de bumetanida foi extraida em triplicata com 5 mL de solvente
(acetato de etila). A fase orgéanica contendo bumetanida foi evaporada até a secura em
chapa de aquecimento a 35°C por uma hora e o residuo retomado em uma mistura
etanol e SDS (1:1), tendo sua concentracdo final de 1,10 x 10* mol L™ em baldo de
25,00 mL. A partir desta solucéo foram preparadas solu¢des de concentragéao de 8,23 x
10° a 1,65 x 10° mol L. Na Tabela 18 estdo representados os resultados obtidos

neste estudo.
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Tabela 18. Resultados de adicdo e recuperagdo na amostra de urina

Adicionado Encontrado % Recuperacéao R.S.D.?
8,23 x 10° 6,57 x 10° 79,8 5,00
1,11 x 10 8,61 x 10°® 78,5 2,70
1,37 x 10° 1,13 x 10 82,7 5,50
1,65 x 107 1,46 x 10 88,6 1,59

? Desvio Padréo Relativo

Como se pode observar na Tabela 18, os resultados com a extracdo liquido-
liquido ndo foram muito satisfatérios. A técnica apresenta desvantagens como: possivel
ocorréncia de formagéao de emulsdes, necessidade de volumes relativamente grande de
amostra e solventes sdo requeridos, gerando problemas de descarte e a automacao é
relativamente dificil. Assim sendo, uma nova pesquisa bibliogréfica foi realizada, onde
se encontrou um procedimento com extracdo em fase sdlida para determinacdo de

bumetanida em urina.

[11.3.6.2 Extracdo em fase soélida

O procedimento foi realizado de acordo com aquele descrito na literatura®. Para
cada ponto, uma amostra de urina (1 mL) foi fortificada com 1 mL de uma quantidade
conhecida de bumetanida (2,06 x 10™*; 2,74 x 10™*; 3,43 x 10™; 4,12 x 10* mol L™ ou 75,
100, 125 e 150 ppm). Foram extraidas 5 por¢cdes com 1 mL de 4gua desionizada a fim
de lavar e eliminar a matriz biolégica (uréia). A bumetanida foi eluida com 1 mL de

metanol. O residuo foi evaporado até a secura em uma chapa de aquecimento a
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aproximadamente 35°C durante 15 minutos para a evaporacdo de todo o metanol. Em
seguida foi retomado com a mistura etanol e SDS 0,01 mol L™ (1:24); transferido
quantitativamente para um baldo de 25,00 mL, tendo a concentracdo final de
bumetanida de 8,23 x 10 1,09 x 10™; 1,37 x 10° e 1,65 x 10° mol L™ (3, 4, 5 e 6 ppm).

Na Tabela 19 estédo representados os resultados obtidos neste estudo.

Tabela 19. Resultados de adi¢cdo e recuperacdo na amostra de urina.

Adicionado Encontrado % Recuperacéao R.S.D.?
8,23 x 10° 8,45 x 10° 102,7 1,21
1,10 x 10° 1,11 x 10° 101,5 0,875
1,37 x 10° 1,36 x 10 99,5 1,10
1,65 x 10° 1,65 x 10° 100,5 0,526

® Desvio Padrao Relativo

A extracdo em fase solida quando comparada a extracdo liquido-liquido
apresenta vantagens como: reducdo da quantidade de solventes e amostra envolvidas
em cada extracdo. De acordo com os resultados apresentados na Tabela acima, pode-
se observar que foram bons resultados, com boas porcentagens de recuperacao e
desvios padrdes relativos baixos, para uma amostra relativamente complexa, como a

urina.
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111.3.7 Conclusdes

O método desenvolvido foi aplicado com sucesso para a determinacdo de
bumetanida em medicamentos e em amostras fortificadas de urina, apds extracdo em
fase solida.

Portanto, este trabalho apresenta uma proposta atraente para analise de
bumetanida tanto em formulag¢des farmacéuticas como em urina, oferecendo vantagens
como: rapidez, simplicidade, baixa geracédo de residuos, baixo custo relativo, com uma
favoravel frequiéncia analitica (69 analises por hora) e boa repetibilidade, o que confere

ao método grande possibilidade de seu uso em analises de rotina.

[ll.4. Analise por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica —

sistema com zonas coalescentes

[11.4.1 Estudo e otimizacdo das condicdes experimentais

Inicialmente foi feito um planejamento fracionario onde se realizou uma triagem
das varidveis principais a fim de eliminar algumas menos significativas. Feito isto, um
novo planejamento foi elaborado para fixar outras variaveis assim, restando somente
duas variaveis a metodologia de superficie de resposta foi adotada para avaliar a
relacéo existente entre essas variaveis e a medida de absorbancia do produto colorido
formado. Todos os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa Statistica

versao 6.0.
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[11.4.1.1. Triagem das variaveis

[11.4.1.1.1 Planejamento Fatorial Fracionario

O primeiro planejamento feito estudou as seguintes variaveis: concentracao de
SDS, p-DAC, HCI, volume da alca do reagente, volume da algca da amostra, tamanho da
bobina reacional e vazado da bomba. Este primeiro planejamento foi composto por sete
variaveis, feito da forma fracionaria, 2® = 2* sendo no total 16 experimentos. A
influéncia do efeito individual de cada variavel foi estudada em dois niveis, um alto (+1)
e baixo (-1). Na Tabela 20 abaixo esta representada cada variavel e seu respectivo

nivel, alto (+1) e baixo (-1).

Tabela 20. Variaveis estudadas e seus respectivos niveis

Variaveis Nivel -1 Nivel +1
SDS (mol L™ 1,0 x 10°° 2,0 x 10°
p-DAC (mol L) 4,5x 103 6,7 x 10
HCI (mol L™ 3,6 x 10 6,0 x 107
Alca reagente (uL) 201 402
Alca amostra (uL) 201 402
Bobina (cm) 80 120
Rotacao da bomba (rpm) 10 15
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Na Tabela 21 estdo representadas as variaveis experimentais com seus
respectivos niveis e a matriz do planejamento. Os experimentos foram realizados em
duplicata e os resultados foram analisados utilizando o programa Statistica, versao 6.0.

Tabela 21. Matriz do planejamento fracionario para triagem das variaveis com 0s respectivos

valores de A. Concentragéo de bumetanida = 2,74 x 10° mol L™

Ensaio Variaveis Codificadas A 55 nm
sps | p-DAC | Hol | Alea Alca 1 g ohina | Rotacso
reagente | amostra
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,294
2 +1 +1 -1 -1 -1 -1 1 0,244
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0,478
4 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 0,262
5 -1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 0,414
6 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 0,305
7 -1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 0,357
8 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 0,358
9 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 0,335
10 +1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 0,354
11 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 0,426
12 +1 -1 -1 -1 +1 +1 -1 0,292
13 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 0,355
14 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 0,220
15 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 0,496
16 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 0,368
17 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,311
18 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 0,231
19 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0,467
20 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 0,259
21 -1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 0,422
22 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 0,332
23 -1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 0,338
24 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 0,356
25 -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 0,336
26 +1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 0,350
27 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 0,413
28 +1 -1 -1 -1 +1 +1 -1 0,285
29 -1 1 -1 +1 -1 +1 +1 0,348
30 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 0,237
31 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 0,485
32 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 0,383
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A Figura 23 apresenta os efeitos dos fatores investigados e suas interacfes. De
acordo com a Figura 23, algumas variaveis foram fixadas e um novo planejamento foi

feito.

Variavel dependente A

(1)SDS -29.7889

(2)p-DAC | 17.87973

@)Hcl | 16.90215

(5)alga amostra | 16.1057

(7)rotacéo -15.1205

(4)alca reagente | 10.37755

(6)bobina | 6.927785

p=.05

Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 23. Grafico dos principais efeitos e de interagdo estimados para as variaveis estudadas.

A partir desse estudo foram fixadas as seguintes variaveis: vazao no nivel -1 (10
rpm), alca do reagente no nivel +1 (402 yL) e tamanho da bobina reacionaria no nivel
+1 (120 cm). Segundo os resultados obtidos no grafico de Pareto (Figura 23) as
varidveis de maior efeito significativo foram: concentragcdo de SDS, de p-DAC e de
acido cloridrico e volume da alga de amostragem. Para uma melhor resposta, a
concentracdo de SDS deveria ser diminuida, as concentracdes de acido e p-DAC
deveriam ser aumentadas e o volume da alca de reagente também deveria ser

aumentado.
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[11.4.1.1.2 Planejamento Fatorial Completo

Um segundo planejamento foi feito a fim de fixar mais variaveis para um novo
tipo de planejamento. Neste planejamento foram estudadas as seguintes variaveis:
concentracdo de SDS, p-DAC e HCI e volume da alca de amostragem. Foi elaborada
uma matriz para um planejamento fatorial completo 2*, com 16 experimentos. A
influéncia do efeito individual de cada variavel foi estudada em dois niveis, um alto (+1)
e baixo (-1). Na Tabela 22 abaixo esta representada cada variavel e seu respectivo

nivel, alto (+1) e baixo (-1).

Tabela 22. Variaveis estudadas e seus respectivos niveis.

Variaveis Nivel -1 Nivel +1
SDS (mol L™ 8,0 x 107 1,0 x 10
p-DAC (mol L™) 6,7 x 10 8,4 x 10
HCI (mol L™ 6,0 x 10 8,4 x 10
Alca de amostragem (L) 402 603

Na Tabela 23 estdo representadas as variaveis experimentais com seus
respectivos niveis e a matriz do planejamento. Os experimentos foram realizados em

duplicata e os resultados foram analisados utilizando o programa Statistica, versao 6.0.
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Tabela 23. Matriz do planejamento fatorial completo para triagem das variaveis com o0s

respectivos valores de A.

Ensaio Variaveis Codificadas A1 s20nm | A2 520nm
SDS p-DAC HCI Alca
amostra

1 -1 -1 -1 -1 0,562 0,556
2 +1 -1 -1 -1 0,546 0,559
3 -1 +1 -1 -1 0,596 0,593
4 +1 +1 -1 -1 0,602 0,601
5 -1 -1 +1 -1 0,575 0,569
6 +1 -1 +1 -1 0,577 0,593
7 -1 +1 +1 -1 0,604 0,609
8 +1 +1 +1 -1 0,623 0,620
9 -1 -1 -1 +1 0,564 0,563
10 +1 -1 -1 +1 0,597 0,598
11 -1 +1 -1 +1 0,635 0,6179
12 +1 +1 -1 +1 0,635 0,629
13 -1 -1 +1 +1 0,599 0,609
14 +1 -1 +1 +1 0,635 0,641
15 -1 +1 +1 +1 0,632 0,648
16 +1 +1 +1 +1 0,642 0,641

A Figura 24 apresenta o grafico dos efeitos estimados e suas interacdes. De

acordo com o gréfico, as variaveis mais importantes sdo a concentracdo de p-DAC e o
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volume da alca de amostragem, devendo a concentracao de p-DAC e o volume da al¢ca
de amostragem serem aumentadas. As variaveis menos importantes, a concentracao
de HCl e SDS foram fixadas em 8,4 x 102 mol L* e em 1,0 x 10? mol L*

respectivamente, isto €, no nivel alto (+1).

Variavel dependente A

(2)p-DAC | 16.5217

(4)alca amostra |13.81591

(3)HCI 9.996641

(1)SDs |6.043391

2by3 |—4.l791l

1by4 2.434578
1by2 11-2.37613
|
1.650804
|

-131723
|

|
1.193326
I

al

SRR

3by4

]

2by4

1lby3

[

p=.05

Efeito Estimado (Valor absoluto)

Figura 24. Gréfico dos principais efeitos e de interacdo estimados para as variaveis estudadas.

[11.4.1.2. Metodologia de superficie de resposta

A partir dos resultados obtidos no estudo para triagem das variaveis partiu-se
para um planejamento composto central onde as variaveis estudadas foram:
concentracdo de p-DAC e volume da alca de amostragem. Na Tabela 24 esta
representada a matriz utilizada no planejamento com as variaveis estudadas, seus

respectivos niveis (codificados e nédo codificados) e os valores de A obtidos.
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Tabela 24. Matriz experimental do planejamento composto central. Em todos os ensaios foi

concentracdo de bumetanida foi 2,74 x 10 mol L™.

Ensaio Variaveis ndo codificadas Variaveis codificadas A 520 nm
[p-DAC]? Alcada [p-DAC] Alca da
amostra” amostra
1 5,4 x 107 417 1 1 0,519
5 6,9 x 10°° 417 +1 1 0,551
3 5,4 x 107 488 1 +1 0,527
4 6,9 x 10°° 488 +1 +1 0,554
5 6,4 x 10°° 452 0 0 0,577
6 6,4 x 10°° 452 0 0 0,577
7 6,4 x 10°° 452 0 0 0,575
3 6,4 x 10°° 452 0 0 0,570
9 5,2 x 10°° 452 1,41 0 0,532
10 7,3x10° 452 +1,41 0 0,567
11 6,4 x 107 402 0 1,41 0,541
12 6,4 x 10°° 503 0 +1,41 0,566
Z Ef)l L™

Na Figura 25 esta relatada a superficie de resposta juntamente com sua
respectiva curva de nivel, nela a regido do valor maximo de absorbancia esta situada
na area mais escura do grafico, que representa as condicdes experimentais 6timas para

a reacdo. Nesta regido encontra-se também o ponto central do planejamento.
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ApoOs a realizacdo de toda a analise estatistica dos dados e definida a superficie
de resposta determinou-se que as melhores condicbes experimentais seriam:

concentracéo de p-DAC de 7,0 x 10° mol L™ e volume da alca de amostragem de 460
ML.

Foram realizados experimentos em triplicata nas condicdes experimentais
determinadas pelo modelo matematico para se verificar a concordancia entre o
resultado obtido com aquele calculado pelo programa. O resultado predito pelo modelo
matematico foi 0,576 e o encontrado experimentalmente foi 0,569 + 5,42 x 10 (R.S.D.

=0,9%), a um nivel de confianca de 95%.

[11.4.2 Construcdo da curva analitica

O diagrama esquematico do sistema de andlise por injecdo em fluxo utilizado
esta representado na Figura 26. Nesse procedimento aliquotas de 460 pL das solucbes
de referéncia de bumetanida (0,8 mL min™?) foram introduzidas no fluxo transportador
(SDS 1,0 x 102 mol L") a uma vazéo de 1,9 mL min™®. Da mesma forma 402 uL de
solucdo contendo reagente (p-DAC 7,0 x 10 mol L™ preparado em HCI 8,4 x 10 mol
L™, 0,8 mL min™) foram também introduzidas no fluxo transportador (SDS 1,0 x 10 mol
L") a uma vaz&do 1,9 mL min™ as quais confluem em X (ponto de confluéncia). Apés a
confluéncia ocorre a formacdo do produto colorido vermelho-alaranjado no reator B
(comprimento de 120 cm) o qual foi monitorado espectrofotometricamente em 520 nm.

Os sinais transientes foram registrados no computador e transferidos como arquivos
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ASCII para tratamento no programa Origin 7.0, na Figura 27 € mostrado um exemplo

desses sinais.

c R m
D <« < R X
D
c R m
D < A

Figura 26. Diagrama esquematico do sistema de andlise em fluxo para determinacgéo
espectrofotométrica de bumetanida. C solug&o carregadora (SDS 1,0 x 10 mol L™) com vaz&o
de 1,9 mL min™; A solucdes padrdo ou amostra (alca de amostragem 460 pL), com vazéo de
0,8 mL min; R solucéo reagente de p-DAC 7,0 x 10 mol L™ preparada em HCI 8,4 x 102 mol
L com vazdo de 0,8 mL min™; x ponto de confluéncia; B bobina reacional (120 cm); E
espectrofotdmetro (520 nm); D descarte.
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Figura 27. Sinais transientes para a reacéo entre p-DAC 7,0 x 10 mol L, &cido cloridrico 8,4 x

102 mol L e bumetanida na concentragdo de 1,37 x 10° a 2,74 x 10®° mol L™ Solucéo
carregadora de SDS 1,0 X 102 mol L.

A curva analitica, construida em triplicata, estd representada na Figura 28,

mostrando uma relagéo linear entre A e a concentragdo de bumetanida no intervalo de

1,37 x 10° a 2,77 x 10™ mol L™ com um bom coeficiente de correlagéo (r=0,99999). O

mesmo procedimento aplicado para preparar as amostras foi feito para preparar a

solucao estoque de bumetanida utilizada para a construcao da curva analitica, ndo foi

observada diferencas nos valores de absorbancia medidos quando se aplicou o

procedimento de preparo das amostras, indicando que ndo h& perdas do analito

durante o preparo das amostras.

A equacdo matematica que descreve a relacdo linear obtida é dada por:
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A = -0,000131+ 22080,7 x C, onde C é a concentracdo de bumetanida em mol L.

Para avaliar a precisdo do método desenvolvido estudos de repetibilidade foram
feitos. Para isto, analises em replicata (n=10) foram realizadas em uma mesma
amostra contendo 1,37 x 10 mol L™ de bumetanida para avaliar a preciséo intradia, ja
para o estudo da precisdo interdia a mesma amostra foi analisada durante trés dias
consecutivos. Os resultados obtidos, em termos de desvio padrdo relativo (R.S.D.)

foram de 0,7% para o estudo intradia e 0,8% para estudo interdia.

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) também foram
calculados de acordo com as recomendacdes da IUPAC **°°. O limite de deteccdo
pode ser calculado de acordo com a seguinte express&o: LOD = 3 x SD@™ /inclinagéo
da curva analitica, ja o limite de quantificacdo pode ser calculado de acordo com a
expressdo: LOQ = 10 x SDP™ finclinacdo da curva analitica. Foram realizadas
medidas de absorbancia do padrdo mais diluido em replicatas (n=10). Os valores

encontrados foram 1,09 x 107 mol L™ para o LOD e 3,65 x 10" mol L™ para o LOQ.

Tabela 25. Valores de absorbéancia obtidos na construcdo da curva analitica para determinacéo
de bumetanida através da reacdo com p-DAC 7,0 x 10 mol L™ em meio de HCI 8,4 x 10 mol
L™ tendo SDS 1,0 x 102 mol L™ como solugéo carregadora.

[bumetanida] . 10 mol L As20nm
0,137 0,031
0,274 0,060
0,549 0,123
1,01 0,246
1,65 0,365
2,19 0,488
2,74 0,605
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A Figura 28 representa o tratamento matematico das medidas de absorbancia a
fim de verificar a linearidade da curva analitica obtida a partir dos resultados

apresentados na Tabela 25.

0.7

0.6

T T T T T T T 1
0.0 50x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10°

[bumetanida] (mol L™)

Figura 28. Curva analitica obtida apds o tratamento matematico dos resultados apresentados
na Tabela 25.

111.4.3. Resumo dos resultados

A Tabela 26 apresenta os principais parametros otimizados e caracteristicas do

método desenvolvido.
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Tabela 26. Resumo e caracteristicas do método desenvolvido.

Parametro
Concentracédo de p-DAC [mol L] 7,0x107
Concentracéo de HCI [mol L™ 8,4 x 1072
Concentracdo de SDS (mol L™) 1,0 x 107
Intervalo de linearidade (mol L™) 1,37 x10%a 2,77 x 10°
Coeficiente de correlacéo (r) 0,99999
Coeficiente angular 22081
Coeficiente linear -0,00131
A max (nm) 520
Limite de detecgéo (mol L™) 1,09 x 10”7
Limite de quantificacdo (mol L) 3,65 x 10”7
Frequéncia Analitica (amostras h™) 72

I11.4.4. Estudo dos interferentes

O efeito de interferentes em potencial na determinacdo de bumetanida em
medicamentos foi avaliado para excipientes normalmente presentes em amostras
comerciais. Nestes experimentos foram utilizadas solucbes de referéncia de
bumetanida na concentracdo de 1,37 x 10 mol L™ as quais adicionou-se interferente
(amido de milho, lactose, dioxido de silicio, polivinilpirrolidona, estearato de magnésio e
talco) em concentracdes igual e 10 vezes superior daguela de bumetanida (em massa).
As solucdes de bumetanida contendo interferente, em que nédo houve dissolucao total
do interferente, foram filtradas em uma bola de algod&o, antes de ser retirada a aliquota

para a reacao.
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Caso o sinal de absorbéncia sofresse um erro igual ou maior a 5% na
determinacdo do farmaco a presenca de interferéncia seria considerada. A
porcentagem de bumetanida encontrada nas soluc¢des adicionadas foi de 99,3 a 102%,
com coeficiente de variagdo menor que 3% para trés repeticbes, constatando que
nenhuma interferéncia foi observada a partir desses excipientes, sob as condi¢cbes

estudadas.

I11.4.5. Andlise das amostras comerciais

As solucdes contendo amostra foram preparadas segundo os itens 11.4.2.1 e
[1.4.2.2. Os resultados da andlise das amostras estdo mostrados na Tabela 27, os quais
estdo em excelente concordancia com os resultados obtidos nas anélises das amostras
pelo método CLAE* recomendado pela USP. Os valores calculados de t e F nao
excederam os valores tedricos tabelados, indicando uma boa precisdo e exatiddo do

método desenvolvido.



Tabela 27. Determinacao de bumetanida em formulacfes farmacéuticas comerciais.
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Amostras® Método Proposto CLAE™
Encontrado” t-valor F-valor Encontrado®
2,78)° (19,00)°

A 0,994+0,004 1,43 191 1,000+0,006
B 0,996+0,004 0,885 1,23 1,000+0,007
C 1,000+0,004 0,234 1,77 1,000+0,006
D 0,993+0,005 2,02 3,25 1,010+0,003
E 1,000+0,006 2,61 1,41 1,000+0,007

# Valor Declarado: 1 mg bumetanida/comprimido.
® Média + Desvio padrso (DP), n = 3.
°Valores teoricos de t e F em nivel de confianca de 95%.

A verificacdo de eventuais efeitos de matriz foi estudada via método da adicédo de

padrdo, onde quantidades conhecidas de bumetanida pura (padrdo analitico) foram

adicionadas a trés amostras pré-analisadas, foram adicionados o equivalente a 0%,

50%, 100% e 150% da quantidade de bumetanida que havia na amostra. Os resultados

encontrados apresentaram médias de recuperacdo entre 99 e 102%, indicando a

auséncia de efeitos de matriz significativos.



Tabela 28. Resultados de

farmacéuticas.
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recuperacdo de bumetanida adicionada nas formulagbes

Amostra

[bumetanida]
adicionada (mol L™)

[bumetanida]
encontrada® (mol L™

R.S.D.P

% R°

552 x 10°
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[11.4.6.1. Procedimento para analise de urina

O procedimento foi realizado de acordo com aquele descrito na literatura®. Para
tanto, uma amostra de urina (1 mL) fortificada com uma quantidade conhecida de
bumetanida (2,74 x 10° mol L™?) Foram extraidas 5 por¢cées com 1 mL de &gua
desionizada a fim de lavar e eliminar a matriz biologica (uréia). A bumetanida foi eluida
com 1 mL de metanol. O residuo foi levado a uma chapa de aquecimento a
aproximadamente 35°C durante 15 minutos para a evaporacao de todo o metanol. O
residuo foi solubilizado com a mistura etanol e SDS (1:1); transferido quantitativamente
para um baldo de 25,00 mL, tendo a concentracéo final de bumetanida de 1,10 x 10
mol L. Diluicées adequadas foram feitas para o preparo de solucées de concentracéo
de 8,23 x 10° a 1,65 x 10™ mol L. Na Tabela 29 estdo representados os resultados

obtidos neste estudo.

Tabela 29. Resultados de adicdo e recuperacdo na amostra de urina.

Adicionado Encontrado % Recuperagéo R.S.D.?
8,23 x10° 8,04 x 10°® 97,7 0,521
1,11 x 10° 1,11 x 10° 100 0,523
1,37 x 10° 1,39 x 10° 101 0,280
1,65 x 10 1,68 x 10 102 0,326

2 Desvio Padrao Relativo

Os métodos desenvolvidos neste trabalho foram aplicados na determinacédo de
bumetanida em medicamentos e os dois de andlise por injecdo em fluxo também foram

aplicados para determinacdo em amostras de urina. Na Tabela 30 esta apresentado um
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levantamento bibliografico para determinacdo de bumetanida em amostras de urina, as

técnicas utilizadas e os limites de detec¢cao encontrados.

Tabela 30. Métodos para determinacéo de bumetanida em amostras de urina.

Técnica LOD (ppb)
HPLC-UV 6
HPLC-FLU™ 1,4
HPLC-UV® 390
HPLC-UV® 32
HPLC-FLU™ 5
HPLC-AMP 2,5

CG-MS™ 40

CG-mMS? 50
Voltametria®® 160

Elertroforese Capilar-FLU™ 1310

Na Tabela 31 estdo representados os limites de detecc¢éo obtidos neste trabalho.

Tabela 31. Limites de deteccao obtidos neste trabalho.

Técnica LOD (ppb)
Espectroscopia de Reflectancia Difusa 14000
FIA — Confluéncia 110
FIA — Zonas Coalescentes 40

I11.4.7 Conclusodes

O meétodo desenvolvido acima descreve um procedimento simples para analise

de bumetanida em medicamentos e amostras fortificadas de urina utilizando analise

quimica por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica tendo um injetor

comutador para insercéo da solucdo de analito e regente no sistema.
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Foi observada uma excelente linearidade e auséncia significativa de possiveis
efeitos de matriz comprovada via método de adicdo de padrdo. Os resultados obtidos
pelo método desenvolvido foram também comparados com aqueles obtidos pelo
método oficial descrito na Farmacopéia Americana.

O método desenvolvido apresenta uma proposta viavel para a andlise de
bumetanida em medicamentos e urina, oferecendo caracteristicas como: rapidez,
simplicidade, baixo custo relativo, com uma favoravel freqiéncia analitica (72 analises

hora™) e excelente reprodutibilidade, possibilitando sua aplicacdo em anélises de rotina.

IV. CONCLUSOES GERAIS

Os métodos desenvolvidos neste trabalho utilizaram a reagéo inédita entre
bumetanida e p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC) em meio &cido para a determinagao
do farmaco em medicamentos foram aplicados com sucesso na analise em amostras
adquiridas no comércio local da cidade de Araraquara.

O método de espectroscopia de reflectancia difusa associado ao spot test
quantitativo foi aplicado com sucesso na analise de amostras comerciais, apresentando
resultados satisfatérios e coniventes com aqueles encontrados pelo método oficial
descrito na Farmacopéia Americana. O método apresenta vantagens como 0 baixo
consumo de reagentes e solventes tendo como consequUéncia uma baixa geracédo de
residuos, estando em sintonia com os principios da Quimica Verde, a qual tem
interesse por métodos e técnicas que reduza e elimine o uso e a geracdo de

substancias prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente.
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Neste trabalho teve-se também o desenvolvimento de dois métodos analiticos
empregando analise por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica. Os
meétodos sdo rapidos, simples, de baixo custo relativo e sensiveis. Apresentaram boa
freqUiéncia analitica, parametro imprescindivel em analises de rotina. A aplicacdo em
fluidos biolégicos (urina) € um fator interessante, pois o farmaco € considerado uma
substancia dopante.

O primeiro método desenvolvido foi o método de FIA com adicdo de reagente
através de uma confluéncia. Os resultados obtidos na andlise de cinco amostras
comerciais foram satisfatorios quando comparados aqueles obtidos pelo método oficial
descrito na Farmacopéia Americana. A analise em amostras de urina fortificadas com o
farmaco em questdo também foi realizada utilizando dois procedimentos de extracéo:
extracdo liquido-liquido e extracdo em fase solida; o ultimo (extracdo em fase sélida)
apresentou melhores resultados de recuperagcéo nas amostras fortificadas.

O segundo método foi o0 método de FIA com adicdo de reagente através de um
injetor comutador, neste caso, um volume suficiente de reagente para a reacao €
adicionado, apresentando economia de reagente e menor geracdo de residuos ao
ambiente. Os valores encontrados nas determinacbes em amostras comerciais foram
comparados com os Vvalores obtidos nas analises segundo o método oficial
apresentando excelentes resultados. A analise em amostras fortificadas de urina
também foi realizada; o procedimento de extracéo utilizado foi o de extracdo em fase
sélida e apresentou bons resultados de recuperacdo e baixas porcentagens de desvio

padrao relativo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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