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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE ANALISE POR INJEC}AO EM FLUXO PARA A
DETERMINACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO E CETOCONAZOL. Neste trabalho
de dissertacéo séo apresentados o desenvolvimento de procedimentos de analises por injegdo em
fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a determinacdo peroxido de hidrogénio e
cetoconazol. Para a determinacdo de perdxido de hidrogénio, utilizou-se amostras comerciais de
agua oxigenada e amostras de leite UHT, na qual o preparo de amostra foi a simples diluicdo.
Para a determinacédo de cetoconazol, utilizou-se amostras farmacéuticas, comprimidos, na qual o
preparo da amostra foi realizado de maneira simples. Um sistema em fluxo para a determinacao
peroxido de hidrogénio foi otimizado monitorando-se espectrofometricamente a reacdo quimica
entre o peroxido de hidrogénio e o metavanadato de amdnio em meio &cido em 450 nm. A curva
analitica apresentou uma linearidade entre 8,0x10* a 8,010 mol.L™ e um limite de deteccéo
de 2,4x10* mol.L. Desvios padrdo relativos menores que 1,2% (n=10) para solucdes de
peréxido de hidrogénio com concentragdes de 1,9x10° e 4,0x10° mol.L"* e uma freqgiiéncia
analitica de 60 determinacdes h™* foram obtidos. Outro sistema de analise por injecdo em fluxo
foi proposto para a determinacdo de cetoconazol. Nesse procedimento, foi monitorado
espectrofotometricamente em 500 nm o produto da reacdo quimica entre 0 cetoconazol e o
reagente nitrato de Ce(IV) e amonio. A curva analitica apresentou uma linearidade entre 6,0x10°
a 9,5x10° mol.L? e um limite de deteccdo de 1,0x10° mol.L™ . Desvios padrdo relativos
menores que 4,5% (n=10) para solugbes de cetoconazol com concentragdes de 1,0x10* e
1,9x10* mol.L™ e frequiéncia de analitica de 60 determinagGes h™* foram obtidos.

PALAVRAS-CHAVES: validacdo, espectrofotometria, FIA, adi¢do de padrao



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FLOW INJECTION ANALYSIS SYSTEM FOR THE
DETERMINATION OF HYDROGEN PEROXIDE AND KETOCONAZOLE. In this
dissertation presents the development of two different flow injection procedures with
spectrophotometric detection for the determination of hydrogen peroxide and ketoconazole.
The determination of hydrogen peroxide was determinate in commercial samples and UHT
milk samples. For the determination of ketoconazole, we used samples pharmaceutical tablets.
The flow system for determining hydrogen peroxide was optimized by monitoring
spectrophotometrically the product of chemical reaction between the peroxide and ammonium
metavanadate in an acid medium. The calibration curve showed linearity from 8.0x10™ to
8.0x10° mol.L! and a limit detection of 2.4 x 10 mol.L"* was obtained. Relative standard
deviations lesser than 1.2% (n = 10) for hydrogen peroxide solutions with concentrations of
1.96x1072 and 4.0x10~ mol.L were obtained. The analytical frequency of 60 determinations
per hour was obtained. Another flow system has been proposed for the determination of
ketoconazole. In this system, chemical reaction between the reagent cerium(l\V) and ammonia
nitrate and ketoconazole was monitored spectrophotometrically at 500 nm. The linearity of
calibration curve between 6.0x10° and 9.5x10° mol.L? and the limit detection of 1.0x107
mol.L™? were obtained. The relative standard deviations lesser than 4.5% (n = 10) for
ketoconazole solutions with concentrations of 1.0x10* to 1.9x 10 mol.L™* and analytical
frequency of 60 determination per hour were obtained.

KEYWORDS: validation, spectrophotometry, FIA, standard addition




13

1. INTRODUCAO

1.1 Sistema de anélise por injecdo em fluxo

Natural da antiga Tchecoslovidquia e na época, domiciliado na Dinamarca, 0
pesquisador Jaromi Ruzicka, propds em 1975 o processo de analise quimica em fluxo®. No
Brasil, a analise por injecdo em fluxo foi introduzida em 1976, no qual o préprio Ruzicka
permaneceu por um ano em territorio brasileiro, como perito da Agéncia Internacional de
Energia Atdmica assessorando a instalacdo do laboratorio de Quimica Analitica do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo (CENA/USP).2

A atual necessidade de obtencdo de dados de analises quimicas de forma rapida e
precisa € de extrema importancia devido a solicitacdo social exigida pela nossa sociedade.
Dentro deste contexto, a analise por injecdo em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection
Analysis) é uma técnica analitica que atende as atuais necessidades, destacando-se ainda, o
grande aumento do desempenho analitico e a capacidade do uso efetivo da instrumentacao
analitica com racional gerenciamento dos reagentes quimicos (tendo em vista que 0os métodos
analiticos estdo voltados ao monitoramento ambiental).®#

Muitos procedimentos analiticos considerados padrdes de referéncia ndo s&o
ecologicamente corretos, com base nesta afirmacéo, tanto a toxicidade dos produtos quimicos
utilizados quanto a toxicidade dos produtos das reacdes quimicas, devem ser analisados
previamente ao se desenvolver um procedimento analitico, pois ndo é uma tarefa facil
substituir os reagentes a serem utilizados em um procedimento analitico sem alterar o seu
desempenho.*

Os sistemas em fluxo diferem dos métodos por batelada, devido ao fato de ndo haver
necessidade de atingir o equilibrio quimico, pois uma caracteristica desses sistemas, além da
injecdo da amostra e dispersdo controlada da zona de amostra, € o intervalo de tempo entre a
introdugdo da amostra e a deteccdo ser altamente repetivel. 3

Neste escopo, a analise por injecdo em fluxo refere-se a um processo de automatizacao
de procedimentos analiticos, no qual a amostra em solugdo € introduzida em fluido
transportador que a conduz em direcdo ao detector. Quando a conversdo da amostra a uma
espécie detectavel € indispensavel, a amostra pode receber uma série de reagentes ou
tratamentos para a sua conversio.>

Os sistemas em fluxos s@o constituidos por uma unidade propulsora de fluidos, de

insercdo de amostras (injetor), de reagdo/mistura e de detecgéo.?
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! Potencidmetro

Propulsio Injegdo Mistura/reagio | Deteccao
: {// -\I : ‘ p E}r f—'i D:\'
C : \\. ! '\'1" ..'v'.. I.'\-" .'\." ; ll'\.,__ __‘./ '
I . Bobina reacional '
. ) ! ) ! Reator enovelado i
Bomba peristaltica i Valvula rotacional ! Camara de difusdo i Espectrofotdmetro

Figura 1- figura esquematica das unidades constituintes de um sistema em fluxo: R: reagente; C:
carregador; I: Injetor; S: solucdo de referéncia ou amostra; B: Bobina reacional; D: detector e W:
descarte.®

O sistema de propulsdo mais utilizado é a bomba peristaltica, na qual pode ser
operacionalizada com vazdes de 0,1puL.mint a 10 mL.mint.2

A unidade de injecdo (injetor) em um sistema em fluxo € o constituinte de maior
importancia, pois o volume de solugéo injetado gera um gradiente de concentracdo, que por
sua vez fornece a informacéo analitica do sistema®. O volume de amostra a ser injetado em
um sistema em fluxo é um dos parametros essenciais, pois 0 mesmo ndo deve causar
disttrbios no fluxo, logo, o volume de amostra deve ser injetado de maneira reprodutivel.®

E no percurso analitico que ocorrem as reagio ou misturas necessarias para 0 processo
de deteccdo. No tocante a deteccdo, diversos detectores podem ser acoplados a um sistema em
fluxo, evidenciando por sua vez a versatilidade da técnica.

A analise por injecdo em fluxo (FIA) possibilita desenvolver procedimentos analiticos
com boa precisdo utilizando equipamentos de baixo custo, além de possibilitar ao pesquisador
gue o mesmo crie seu médulo de analise. Podemos citar outros pontos vantajosos da técnica
FIA, como por exemplo: por ser um sistema fechado, logicamente o0s riscos com
contaminacdo diminuem; é uma técnica ecologicamente correta, visto que a sua utilizagdo
requer baixo consumo de reagentes (quando comparada aos metodos por batelada); diante de

algumas vantagens da técnica FIA, fica evidente o potencial analitico da mesma.
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Os sistemas de analise por injecdo em fluxo podem ser classificados como fluxo
normal (FIA-n) e em fluxo reverso (FIA-r). Em um sistema FIA-n, um volume de amostra é
injetada em um fluxo de solugio carregadora. *

O sistema de analise por injecdo em fluxo reverso foi proposto inicialmente por
JOHNSON e PETTY (1982). Neste sistema, ocorre a inversao entre a solucdo de reagente e
solucdo de referéncia/amostras. Originalmente o sistema FIA-r foi elaborado para
determinacdo de fosfato empregando o método de azul de molibdénio em aguas marinhas
aspiradas continuamente por um analisador oceanografico. 3

Sistemas FIA-r ttm como principais vantagens sobre outras configuragdes o aumento
da sensibilidade e a economia de reagentes, isso se deve principalmente ao fato de quando se
emprega a amostra como carregador, a concentragdo da amostra na zona de reagente dispersa
aumenta com o aumento da dispersdo. O contrério ocorre em sistemas em fluxo continuo, pois
0 aumento da dispersédo da zona de amostra resulta numa diminui¢do da concentragdo do
analito em quest&o. 3

O volume de amostra disponivel para a utilizacdo de um sistema FIA-r é um fator
critico (deve ser previamente analisado) para seu emprego, porém, sistemas em fluxo reverso
possibilitam minimizar diluicbes de amostras bem como possibilita o aumento da

sensibilidade do procedimento analitico. *

1.2 Cetoconazol

A entrada dos derivados imidazolicos na terapéutica (data na década de 70)
representou grande avancgo no tratamento das micoses, estes derivados imidazélicos foram os
primeiros compostos a exercerem atividade contra o controle de leveduras; fungos que
causam infeccBes em animais e humanos e fungos dimérficos. A partir da introducdo dos
derivados imidazolicos na terapéutica, varios compostos foram desenvolvidos por diversos
laboratdrios, sendo utilizados no tratamento de micoses superficiais e sistémicas (causadas
por fungos invasivos), visto que possui atividade fungistatica e fungicida. ’

A partir de 1981, o FDA (Food and Drug Adminintration) aprovou o uso do
cetoconazol. O farmaco possui acdo sistémica e local, pode ser introduzido em diversas
formulagdes. ’

O mecanismo de acdo do cetoconazol envolve a inibigdo da biossintese do ergosterol
ou outros esterdis, danificando as membranas celulares do fungo, alterando também sua

permeabilidade, fazendo com que o fungo passe a perder cations, proteinas e outros elementos
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vitais, ocorrendo por fim, o rompimento da membrana tendo como resultado a perda de seus
elementos intracelulares. 8

Quanto a solubilidade, o cetoconazol é solivel em dgua somente em pH abaixo de trés,
ndo sendo, portanto, disponivel em forma parenteral, sua absor¢do ocorre no trato
gastrointestinal. A administracdo sistémica é relativamente segura, podendo, porém, surgir
alguns efeitos colaterais como anorexia, nauseas e vomitos. A maioria dos efeitos colaterais
acontecem apoés o uso de concentragcfes acima de 800mg/dia, tendo em vista que a dose diaria
para um adulto e de no maximo 400 mg. °

O cetoconazol, (cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1lilmetil)1,3-
dioxolan-4-ilJmetoxi]fenil]piperazina, possui formula molecular CisH2sCl204Ns € sua
estrutura quimica esta apresentada na Figura 2. Este farmaco esta sujeito a sofrer
modificagBes por processos de degradagdo tais como oxidacéo e hidrdlise.1°

O processo de oxidacdo do cetoconazol em meio aquoso &cido promove mudanca de
coloracdo do farmaco de branco para roseo, reacdo que pode ocorrer em preparaces
farmacéuticas de uso tépico como comprimidos, cremes e Xampus que nao apresentem
caracteristicas fisico-quimicas adequadas. *°

Cl

@) 0O
OO O
e\

Figura 2 - Estrutura quimica do cetoconazol.
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1.3 Procedimentos analiticos para determinacao de cetoconazol.

A literatura dispde diversos métodos para a determinacdo de cetoconazol em
formulacBes farmacéuticas, os quais podem ser observados na Tabela 1.1. Entre estes,
destacam-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detec¢do por

ultravioleta, métodos voltamétricos e espectroscopicos.

Tabela 1.1- Procedimentos para a determinacgdo de cetoconazol.

Método Linearidade Limite de Amostra Ref.
(mol.L1) deteccdo (ng.L?t)

VOQ  4,97x107-4,30x10° 61,1 Comprimido, creme e [11]
shampoo

UV-Vis 3,01x10°-3,01x10° 0,17 Comprimido, cremee  [12]
shampoo

CLAE- 1,13x10*-9,03x10* Né&o fornecido Shampoo [7]

uv
VPD 3,0x10°-1,0x10* Né&o fornecido Comprimido e creme  [13]

VOQ - Voltametria de Onda Quadrada; CLAE-UV — Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com deteccdo Ultravioleta; VPD - Voltametria de Pulso; UV-Vis —
Espectrofotometria UV-Vis.

VOIJIC et al.* propuseram um método espectrofotométrico (utilizando comprimento
de onda 225 nm), para quantificacdo direta de cetoconazol em comprimidos comerciais
utilizando extracdo com &gua, obtendo uma faixa linear de trabalho de 5,65x% 107 a 5,65x102
mol.L™.

SADEGHI & SHAMSIPUR? desenvolveram um procedimento baseado na formagao
de uma espécie colorida proveniente da reacdo quimica entre o cetoconazol e o acido picrico,
cujo, a reacdo ocorre em pH 2,5 em meio de cloroférmio, o detector € um espectrofotbmetro
programado para obtencdo da absor¢do num comprimento de onda de 410 nm. Neste
procedimento a faixa linear de trabalho foi de 1,88x103a 0,11 mol.L ™.

RANE & PADMAJA® desenvolveram um procedimento espectrofotométrico para a
determinacdo de cetoconazol em comprimidos baseado na amplificacdo de reagOes, neste
método a faixa linear de trabalho foi de 4,02x101% a 3,21x10°° mol.L™.

SCATOLIN & TUBINO?Y propuseram um método de analise por injecdo em fluxo
para a determinacdo de cetoconazol em comprimidos, baseando-se na reacdo quimica entre o
cetoconazol e o ion Fe (Ill) em meio &cido, a reacdo quimica foi monitorada

espectrofotometricamente a um comprimento de onda de méxima absor¢do equivalente a 495
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nm. A faixa linear de trabalho foi de 3,0x10* mol Lt a 3,010 mol L. O limite de deteccdo
e o limite de quantificagdo foram estimados em 1,0x10* e 3,0x10* mol L™, respectivamente.
Tendo em vista a necessidade de procedimentos analiticos que sejam rapidos,
sensiveis e de baixo custo, procedimentos de andlise por injecdo em fluxo mostram-se como
uma ferramenta promissora para a determinacdo de cetoconazol em formulagOes
farmacéuticas, pois a mesma preenche os pré-requisitos exigidos e atende ao principio da

quimica verde.

1.4 Perdxido de Hidrogénio

O inicio da comercializacdo do peroxido de hidrogénio (H20.) data de 1800, e sua
producdo mundial aumenta anualmente. Acredita-se que o peroxido de hidrogénio, na forma
isolada ou combinada (principalmente) seja um dos reagentes mais utilizados nas mais
diversas aplicacGes, como por exemplo, nos processos de branqueamento nas industrias téxtil,
de celulose e de papel, na industria de alimentos e na industria de medicamentos.

O H20- é uma substancia oxidante, que pode ser convertida em radicais hidroxilas por
catalise; em muitos organismos, o peréxido de hidrogénio € um metabolito natural o qual
resulta em agua e oxigénio molecular, quando decomposto. Na medicina, a determinacdo de
peroxido de hidrogénio tem notavel importancia, pois sua presenca deve ser monitorada para
se evitar que as células sofram estresse oxidativo. 8

A determinacéo de perdxido de hidrogénio em amostras comerciais de dgua oxigenada
emprega 0 método classico de volumetria por oxi-reducdo (permanganometria), na qual se
baseia na relacdo estequiométrica entre o perdxido de hidrogénio e o ion permanganato,
possibilitando por sua vez quantificar o peréxido de hidrogénio contido na amostra comercial.

Vérias técnicas sdo capazes de determinar o perdxido de hidrogénio, como por
exemplo, a espectrofotometria, a volumetria, a quimiluminescéncia, a fluorimetria, a

cromatografia e métodos eletroquimicos. 8
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A Tabela 1.2 mostra alguns métodos para a determinacdo de perdéxido de hidrogénio.

Tabela 1.2 — Procedimentos para a determinacédo de perdéxido de hidrogénio.

Consideracdes da Intervalo Limite de
Técnica detec %0 linear deteccdo Aplicacéo Ref

¢ (umol.LY) (umol.LY)
Q Luminol e Co(ll) 35-71 Né&o informado Ambiental [19]
UV-Vis Fenol e peroxidase 2-10 0,5 Ambiental [20]

Acido p-
F hidroxifenilpropioni N&o informado  N&o informado Ambiental [21]
CO e peroxidase
Luminol em meio

EL alcalino (sistema 10 - 0,005 4300 Caracterizagdo [22]

K2CO3)

Q - quimiluminescéncia, UV-vis — espectrofotometria UV-Vis, F — fluorescéncia, EL — eletro-

luminescéncia.

A espectrofotometria UV-vis é uma das técnicas analiticas mais utilizadas nos
laboratdrios, pois, trata-se de uma técnica de analise que, se comparada a outras técnicas,
possui baixo custo; € de facil operacionalidade, atinge sensibilidade, etc. No tocante a
determinacdo de perdxido de hidrogénio, a técnica de espectrofotometria UV-Vis tem sido
muito citada. 2

A seguir, podemos citar algumas metodologias para a determinacdo de perdéxido de
hidrogénio.

OLIVEIRA et al.?® apresentaram uma proposta para monitorar o peroxido de
hidrogénio em processo de fotodegradacdo do &cido dicloroacético. A proposta se baseia na
reacdo quimica entre o peroxido de hidrogénio e o vanadato, em meio reacional &cido,
utilizando o comprimento de onda de 446 nm.

HUANG et al.?* determinaram perdxido de hidrogénio através da espectrofotometria
empregando varias enzimas e reagentes, tais como 4-aminoantipiridina e N,N-dietilanilina,
porfirirna entre outras, e obtiveram faixa linear de trabalho até 8,6x107° mol.L™.

DA SILVA et al.?, desenvolveram um procedimento procedimento amperométrico
simples por injecdo em fluxo utilizando um sensor integrado de trés eletrodos para o
determinacdo de H202 em anti-septico bucal. O método desenvolvido envolve a utilizacdo de
um eletrodo de trabalho modificado com compositos de particulas de azul de prussia que foi
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facilmente adaptados como detector na FIA . O procedimento proposto apresentou uma
resposta linear na faixa de 10 a 200 mmol.L ! . Os limites de deteccdo e de quantificacdo
foram de 0,8 e 2,6 mmol.L™, respectivamente.

Como pode ser observado anteriormente, os procedimentos analiticos para a
determinacdo de perdxido de hidrogénio empregam diversos reagentes organicos e geram
residuos com potencialidades toxicas ao meio ambiente; visando menor consumo reagentes e
menor geracdo de residuos, a técnica de analise por injecdo em fluxo, mostra-se como uma
potente ferramenta para este fim, além do seu baixo custo de implementac&o e alta frequéncia

analitica.

1.5 Peroxido de Hidrogénio em amostras de leite bovino UHT

O leite € uma mistura homogénea de grande quantidade de substancias e nutrientes, no
qual muitas destas substancias e nutrientes encontra-se em emulsdo (lipideos e substancias
associadas), algumas em suspensdo (caseinas ligadas a sais) e outras em dissolucdo (lactose,
vitaminas hidrossollveis, proteinas do soro, sais, etc)?®. Sua composicdo de 87% m/v em
agua. %’

A lactose é o principal carboidrato encontrado no leite e 0 que menos sofre variacéo
(4,7% a 5,2 % no leite de vaca). Ela pertence ao grupo dos dissacarideos sendo composta por
glicose e galactose. A lactose causa problema para a fabricacdo de subprodutos como sorvete,
leite condensado e doce de leite, pois € um dos agUcares comum mais insolvel. A lactose
possui importancia bioldgica, pois ajuda na absorc¢do de célcio no organismo. Esta absorcao se
deve a reducdo do pH intestinal, que leva a solubilidade e disponibilidade dos compostos do
célcio. 28

Os triglicerideos sdo os componentes majoritarios dos lipideos (95%) encontrados no
leite, os outros 5% constituem-se de &cidos graxos como o butirico, caprdico, caprilico,
laurico, miristico, estearico e oléico. 22 Segundo Embrapa, a concentragio de gordura no
leite pode variar de 3,5% a 5,3%, esta variacdo se deve a vérios fatores, como raca (do gado
leiteiro), alimentacdo, o manejo do gado e o estagio de lactag&o.?®

As principais proteinas encontradas no leite sdo as caseinas (80%) e as proteinas do
soro (20%). Os sais minerais constituem-se de fosfatos, citratos, cloretos, sulfatos, carbonatos
e bicarbonato de sédio. 2% 2" O leite contém também diversas vitaminas, classificadas como

lipossoluveis (A, D, E e K) e hidrossoltuveis (complexo B e C). Estas sdo susceptiveis a
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destruicdo por diversos fatores como tratamento térmico, acdo da luz, oxidacdo com O ou
outros contaminantes.

Devido a composicao fisico-quimica e microbioldgica, o leite € um alimento altamente
perecivel e por isso deve ser submetido, logo apds sua obtencdo, a um processo com a
finalidade de evitar a multiplicagdo de microrganismos presentes. A escolha do tratamento
(térmico) vai depender do produto que se deseja obter (leite pasteurizado ou UHT) e este
tratamento térmico esta diretamente relacionado ao prazo de validade do produto, o leite UHT
possui em média um prazo de validade de 180 dias em embalagem fechada, ap6s abertura,
recomenda-se que o produto seja armazenado na geladeira e consumido num prazo de 3 dias
para evitar possiveis contaminagoes. 2

Como mencionado anteriormente, o leite é altamente perecivel e muitos laticinios
adulteram o leite adicionando perdéxido de hidrogénio (agua oxigenada) para aumentar a vida
atil do produto, uma vez que atua sobre o desenvolvimento dos microrganismos
contaminantes do leite, impedindo assim o aumento da acidez. E sabido que em alguns paises
da Europa essa pratica € adotada para preservar, e ndo alterar, a qualidade do leite cru, pois se
sabe também que a &gua oxigenada adicionada sera decomposta em agua mais oxigénio
quando o leite for submetido ao tratamento térmico, dessa forma, seria impossivel detectar a
presenca dessa substancia no leite UHT.3!

No Brasil, esta adulteracdo é proibida pela ANVISA. O perdxido também pode ser
encontrado em leite devido a lavagem ineficiente dos instrumentos (esterilizados com H.05)
nas cooperativas de leite, logo, o desenvolvimento de metodologias rapidas e confiaveis para
a quantificacdo de H>O, em leite se faz necessario, pois identificaria uma possivel fraude na
prépria cooperativa de leite, dentro deste escopo, os sistemas de analise por injecdo em fluxo
(FIA) séo apraziveis, devido a alta frequéncia analitica, baixo consumo de amostra e reagente,
baixo custo e alta reprodutibilidade.®?
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2. OBJETIVOS

Desenvolver um procedimento de andlise por injecdo em fluxo com deteccéo
espectrofotométrica para determinar peréxido de hidrogénio (em amostras comerciais e

amostras de leite) e cetoconazol em formulages comerciais e farmacéuticas.

2.1 Objetivos Especificos

« Desenvolver procedimento analitico para determinacdo de perdxido de
hidrogénio empregando ion metavanadato como reagente e Sistema de
analise por injecdo em Fluxo reverso.

« Desenvolver procedimento analitico para determinacdo de cetoconazol
empregando Ce(IV) como reagente e sistema de analise por injecdo em
fluxo com confluéncia.



23

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentacéo

Todas as pesagens foram realizadas utilizando-se balanca analitica Bel Engineering
modelo M214Ai com precisdo de +0,1 mg. Utilizou-se banho ultrassonico (Cristéfilo, Séo
Paulo-SP) para dissolucéo dos reagentes. As medidas espectrofométricas foram realizadas em
Espectrofotdmetro de Absorgdo Molecular UV-Vis Cary, modelo 50 CONC (Varian®) com
cubeta de quartzo de 3,5 mL (caminho éptico 10,0 mm), célula de fluxo de quartzo Hellma
(caminho o6ptico 10,0 mm).

Para a propulsdo das solugdes de reagentes e referéncia/amostras utilizou-se uma
bomba peristaltica Ismatec® (Zurique, Suica) com oito canais, modelo IPC-8. Empregou-se
tubos e conexdes de polietileno com 0,8 mm de didmetro interno para a confeccao das al¢as
de amostragem, bobinas reacionais e linhas de conducdo das solucbes de referéncia e
amostras. Utilizou-se tubos de propulsdo de Tygon® de diferentes didmetros internos. As
solucbes de referéncia e as amostras foram introduzidas no sistema de injegdo em fluxo
utilizando-se um injetor comutador construido em acrilico (REIS & BERGAMIM-FILHO,
1993).%

As espectrofluorimétricas foram realizadas em um Espectrofluorimetro (Varian® Cary
Eclipse) equipado com lampada de Xendnio, utilizou-se cubeta de quartzo, com quatro faces
polidas (caminho 6ptico de 10,0 mm) e volume de 3,5 mL.

3.2 Sistema de analise por injecdo em fluxo com determinacao espectrofotométrica para

a determinacédo de peroxido de hidrogénio.
3.2.1 Reagentes e solucdes

A partir da solugdo estoque de peroxido de hidrogénio 30% (Vetec), d = 1,11 mg.mL™,
preparou-se uma solucdo o intermediéria de perdxido de hidrogénio 9,29x102 mol.L™.

Para a otimizacgéo do sistema por injecdo em fluxo utilizou-se solugédo de peroxido de
hidrogénio 9,29x10* mol.L?, preparada a partir da solucio estoque de perdxido de
hidrogénio 9,29x102 mol.L™.

As solugbes de trabalho de perdxido de hidrogénio (7,40x10* mol L?, 8,55x10*
mol.L %, 9,29x10™* mol.L?, 1,86%10° mol.L?, 2,82x10° mol.L?, 3,79x10° mol.L™%, 5,68x1073
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mol.L?, 6,60x10° mol.L™? e 7,40x10° mol.L™?) para a obtencdo da curva analitica foram
preparadas diluindo-se os respectivos volumes de solucéo estoque de perdxido de hidrogénio
(9,29x102 mol.LY). Quanto ao preparo das referidas diluigdes de solugdo de peroxido de
hidrogénio, vale ressaltar que todas as solugdes foram preparadas diariamente.

A solucdo de acido sulfarico 1,00 mol.L? foi preparada a partir da solugio estoque de
acido sulfurico concentrado (Vetec®, 99%, densidade = 1,84 mg.mL™).

A solugio estoque de metavanadato de amoénio 0,10 mol.Lt foi preparada
dissolvendo-se 1,170 g deste reagente (Vetec, 99%) da seguinte maneira: adicionou-se 10,0
mL de &cido sulfarico 0,100 mol.L?, 4,0 mL de acido sulfirico concentrado (Vetec, 99%
densidade = 1,84 mg.mL™) e levou-se ao banho ultrassonico por cerca de 7 minutos. Apds o
tempo transcorrido, transferiu-se o solubilizado para baldo volumétrico de 100,0 mL e
completou-se com &gua destilada.

A solucdo de trabalho de metavanadato de aménio 5,00x103 mol.L? foi preparada
diluindo-se 25,0 mL da solugdo estoque de metavanadato de amonio (0,200 mol.L™) em meio

de solugao de &cido sulfarico 1,0 mol.L™,

3.2.1.2 Ensaio de recuperacao do perdxido de hidrogénio em amostras de comerciais de
agua oxigenada e amostras de leite utilizando o sistema de analise por injecdo em fluxo

com determinacéo espectrofotométrica.
Amostra comercial de perdxido de hidrogénio

Para o preparo das amostras contendo perdxido de hidrogénio, pipetou-se 100 uL da
amostra comercial (agua oxigenada 10 volumes, 3%, Rioquimica (100 mL)) em baldo

volumétrico de 100,0 mL e completou-se com agua destilada.

Para as adi¢Oes de padrdo, adicionou-se a 100,0 puL da amostra diluida em baldo
volumétrico de 5,0 mL uma concentragio 9,29x10* mol.L? de solugdo estoque de peroxido
de hidrogénio e completou-se com agua destilada. Fez-se a leitura da absorbancia da primeira
adicdo de padrdo em triplicata.

Para as demais adigdes de padréo, adicionou-se a 100,0 uL da amostra diluida em
baldo volumétrico de 5,0 mL uma concentragdo 9,29x10* mol.L? de solugdo estoque de
peroxido de hidrogénio, uma concentragio de 7,40x10* mol.L"* e completou-se com é&gua
destilada. Fez-se a leitura da absorbancia da segunda adicdo de padrdo em triplicata. O

procedimento descrito anteriormente foi o0 mesmo para as demais adi¢cdes de padrdo, cujo
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foram adicionadas concentragdes de 8,55x10™* mol.L?, 1,86x10° mol.L?, 2,82x10° mol.L?,
5,68x10° mol.L?, e 7,40x10° mol.L"? preparadas por diluicio da solucdo estoque de

perdxido de hidrogénio. Fez-se a leitura da absorbancia das adi¢6es de padrdo em triplicata.

Amostra de Leite

Utilizou-se amostras de leite (leite UHT, integral, contendo 1,0 L e 3% de gordura) da
marca Lider® (Fabricagdo: 28/02/16, Vencimento: 30/03/16, PP: 03:05, CS2) e da marca
Elegé® (Fabricagio: 02/03/16, Vencimento: 30/06/16, TTO6/EA/19:58), ambas adquiridas no
comércio local da cidade de Dourados-MS.

Para o preparo das amostras de leite (ambas as marcas mencionadas), pipetou-se 1000
puL da amostra (contida na caixinha de 1,0 L) em baldo volumétrico de 100,0 mL e
completou-se com agua destilada; em seguida, pipetou-se 100 uL (da primeira diluicdo da

amostra de leite) em baldo volumétrico de 5,0 mL e completou-se com &gua destilada.

Pipetou-se 100 uL da amostra diluida de leite (obtida pela segunda diluicdo da amostra
original de leite) em baldo volumétrico de 5,0 mL, completou-se com agua destilada. Fez-se a

leitura da absorbancia da amostra diluida em triplicata.

Para as adi¢Oes de padrdo, adicionou-se a 100,0 uLL da amostra diluida de leite (obtida
pela segunda diluicdo da amostra original de leite) em baldo volumétrico de 5,0 mL uma
concentracio 9,29x10* mol.L* de solugéo estoque de perdxido de hidrogénio e completou-se
com 4agua destilada. Fez-se a leitura da absorbancia da primeira adicdo de padrdo em
triplicata.

Para as demais adigdes de padrdo, adicionou-se a 100 ulL da amostra diluida de leite
(obtida pela segunda diluicdo da amostra original de leite) em baldo volumétrico de 5,0 mL
uma concentragdo 9,29x10% mol.L? de solucdo estoque de perdxido de hidrogénio,
acrescentou-se uma concentracdo de 2,82x10% mol.L™? e completou-se com agua destilada.
Fez-se a leitura da absorbancia da segunda adi¢cdo de padrdo em triplicata. O procedimento
descrito anteriormente foi 0 mesmo para as demais adi¢des de padréo, cujo foram adicionadas
(a0 baldo volumétrico de 5,0 mL contendo 100,0 pL da amostra diluida de leite e 9,29x10*
mol.L? de solugdo estoque de peréxido de hidrogénio) concentracdes de 5,68x10° mol.L™ e
7,40x107 mol.L! preparadas por diluigdo da solugio estoque de perdxido de hidrogénio. Fez-
se a leitura da absorbancia das adigdes de padrdo em triplicata.
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3.2.1.3 Determinagcdo de perdxido de hidrogénio em amostras comerciais (dgua

oxigenada 3%0) por permanganometria.

Pipetou-se 2,0 mL de agua oxigenada comercial (agua oxigenada 10 volumes, 3%,
Rioquimica® (100 mL)) e transferiu-se para um erlenmeyer de 250,0 mL de capacidade.
Adicionou-se 50,0 mL de &gua destilada e 10,0 mL de solucdo de H2SOs (1:5). Titulou-se
lentamente com solucdo de KMnO4 0,0895 mol.L? (solucdo previamente padronizada) até
que a solucédo adquirisse coloracdo rosea permanente por aproximadamente 30 segundos. Fez-

se 0 procedimento em triplicata. Calculou-se a % de peroxido de hidrogénio na amostra.

3.2.2 Diagrama esquematico do sistema de andlise por injecdo em fluxo com deteccao

espectrofotométrica para a determinacao de perdxido de hidrogénio.

A Figura 3.1 apresenta o diagrama esquematico proposto do sistema de analise por
injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a determinacdo de perdxido de
hidrogénio em formulacdes comerciais. Neste sistema, quando o injetor é comutado para a
posicdo de analise, um volume de 300 pL de solucdo de referéncia ou amostra contendo
peréxido de hidrogénio é inserido em um fluxo carregador e € transportado até o ponto de
confluéncia na qual recebe um fluxo de NH4VO3 5,00x10° mol.L. A reagdo quimica é

monitorada espectrofotometricamente em comprimento de onda de 500 nm.
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Figura 3.1 - Sistema de analise por injecdo em fluxo com determinacdo espectrofotométrica para a
determinacéo de perdxido de hidrogénio. R: solugdo de metavanadato de amdnio 5,00x10° mol.L™!
(2,1 mL min?); C: solugdo de acido sulfarico 1,0 mol.L*%(2,5 mL.min); BP: bomba peristaltica (1,5
mL.min); I: injetor comutador em acrilico; L: al¢a de amostragem (300 pL); R: solugdo de peréxido
de hidrogénio; B: bobina reacional (40 cm); D: espectrofotémetro(A=500 nm);W:descarte.

3.3 Sistema de analise por injecdo em fluxo reverso (FIA-r) para a determinacdo de

cetoconazol em formulac@es farmacéuticas empregando Ce(1V) como reagente.
3.3.1 Reagentes e solucdes

A solucéo estoque de cetoconazol 1,90x102 mol.L? foi preparada dissolvendo-se 25,0
mg de cetoconazol (Galena, Campinas-SP, lote KET/M-10610, 99% pureza) em &cido
sulfarico 1,0 mol.L™2.

A solucéo de trabalho de cetoconazol 7,00x10** mol.L™ utilizada para a otimizagdo do
sistema FIA foi preparada a partir da solucdo estoque de cetoconazol 1,90x10°% mol.L™.
Estudou-se a concentracdo da solucéo de acido sulfarico como fluido carregador, preparou-se
seis solugBes de concentragdo fixa de cetoconazol (7,00x10* mol.L™) em baldo volumétrico
de 50,0 mL e avolumou-se com diferentes concentracdes de acido sulfarico (0,1 molL?, 0,3
mol.L?, 0,5 mol.L%, 0,7 mol.L %, 0,9 mol.L ™t e 1,0 mol.L?).

As solucdes de trabalho de cetoconazol (5,00x10° mol.L%, 6,00x10° mol.L?,
7,00x107° mol.L?, 8,00x10° mol.L?, 9,00x10° mol.L %, 1,00x10* mol.L™? e 1,90x10* mol.L"
1y empregadas para a obtencdo da curva analitica foram preparadas diluindo-se os respectivos
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volumes de solucgdo estoque de cetoconazol (7,00x10** mol.L™) em meio de solugdo de écido
sulfarico 1,0 mol.L™t.

A solucéo de 4cido sulfarico (Vetec®, 99%, densidade = 1,84 mg.mL™) 1,0 mol.L™ foi
preparada pipetando-se 53,8 mL em baldo volumétrico de 1,0 L, completou-se com &gua
destilada.

A solucdo estoque de nitrato de cério(1V) 1,80x10° mol.L™ foi preparada dissolvendo-
se 25,0 mg deste reagente em meio de acido sulfirico 0,10 mol.L™.

A solucdo de trabalho de nitrato de cério(IV) 6,00x10* mol.L! foi preparada por
diluicdo da solugéo estoque de nitrato de cério(IV) 1,80x10° mol.L™ em meio de solucéo de

acido sulfarico 0,10 mol.L™.

3.3.1.2 Ensaio de recuperacdo do cetoconazol em amostras de comprimidos utilizando o
sistema de andlise por injecdo em fluxo reverso (FIA-r) para a determinacdo de

cetoconazol utilizando Ce (1V) como reagente.

Pesou-se 4 comprimidos de cetoconazol (amostra A) cujo rétulo descreve conter 200
mg de cetoconazol por comprimido, macerou-se os mesmos em almofariz e pistilo, pesou-se
novamente a massa da amostra A e guardou-se em vidro ambar.

Pesou-se precisamente a massa correspondente a um comprimido (amostra A),
adicionou-se 15,0 mL de solucio de &cido sulfarico 1,0 mol.L?, levou-se ao banho
ultrassénico por cerca de 8 minutos, filtrou-se (utilizando papel filtro) em baldo volumétrico
de 100,0 mL, adicionou-se 2,00x10" mol.L™ de solugo estoque de cetoconazol e completou-
se com solucéo de acido sulfirico 1,0 mol.L™2.

Pipetou-se 400 uL da amostra A em baldo volumétrico de 50,0 mL, completou-se com
solucdo de acido sulfarico 1,0 mol.L™.

Para as adi¢cOes de padrdo, adicionou-se aos 400 ul. da amostra A em balao
volumétrico de 50,0 mL, os respectivos volumes de solucdo estoque de cetoconazol foram
adicionadas para se obter as concentragdes 6,00x10° mol.L?, 7,00x10° mol.L?, 8,00x10°
mol.L?, 9,00x107° mol.L* e completou-se com solucéo de acido sulfdrico 1,0 mol.L™,

O procedimento experimental para a amostra B foi 0 mesmo descrito acima para a

amostra A.
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3.3.1.3 Procedimento comparativo para a determinacéo do cetoconazol.

Para a obtencdo dos valores dos comprimentos de onda de excitagdo e emisséo do
cetoconazol, efetuou-se uma varredura espectral fixando-se o comprimento de onda de

excitacdo em 250 nm e monitorou-se a emissao entre 200 e 800 nm.

As fendas de emissdo e de excitacdo, bem como os filtros foram estabelecidos de
modo a fornecer o maior sinal analitico. As fendas de excitacdo e de emissdo foram de 5 nm e

a tenséo do tubo fotomultiplicador foi de 600 V.

Os espectros de emissdo foram obtidos para uma solucdo de cetoconazol 6,00x107
mol.L em &cido sulfdrico 0,010 mol.L? e para uma amostra de comprimido (cujo o preparo
encontra-se no tépico 3.3.1.2, utilizou-se uma amostra do comprimido B em &cido sulfarico
0,010 mol.LY). Obteve-se dos espectros de emissdo em triplicata d a solucdo padrdo de
cetoconazol 6,00x10° mol.L* em acido sulfdrico 0,010 mol.L ! e para a referida a amostra de

comprimido.

3.3.2 Diagrama esquematico do sistema de analise por inje¢do em fluxo reverso (FIA-r)
para a determinagéo de cetoconazol em formulagdes farmacéuticas empregando Ce(IV)

como reagente.

A Figura 3.2 apresenta a configuracdo do sistema em fluxo reverso empregado para a
determinacdo de cetoconazol em formulacBes farmacéuticas com  deteccdo
espectrofotométrica. Neste sistema, a solucdo de amostra é propulsionada pela bomba
peristéltica. Quando o injetor é comutado para a posic¢do de analise, um volume de 125 uL de
solucdo nitrato de cério(IV) e amonio é inserido em um fluxo transportador que contém o

H>0>. O produto da reacdo foi monitorada espectrofotometricamente em 500 nm.
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Figura 3.2 - Sistema de andlise por injecdo em fluxo reverso para a determinacéo espectrofotométrica

de cetoconazol utilizando nitrato de Cério(IV) e amonio como reagente. S: solugdo de amostra ou
solucdo de referéncia de cetoconazol em H;SO4 1,0 mol L (1,90 mL.min?); BP: bomba peristéltica;

L: al¢a de amostragem (125 uL); R: solucéo de nitrato de cério(IV) amdnio 6,00 x 10* mol L?; B:

bobina reacional (25 c¢cm); D: espectrofotdmetro (A = 500 nm); W: descarte; I: injetor comutador.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sistema de andlise por injecdo em fluxo com deteccao espectrofotométrica para

a determinacéo de peroxido de hidrogénio.

O procedimento proposto emprega a rea¢do quimica entre 0 metavanadato de
amonio e o peroxido de hidrogénio em meio &cido, levando a formacao de um produto

de reagdo com uma coloragéo avermelhada. 34

VO3 + 4H* + H,0, —»VO2** + 3H,0 (Equacéo 1)

O espectro de absorcdo molecular do metavanadato de aménio e de seu produto
de oxidacdo encontra-se na Figura 4.1. A substancia oxidada apresenta uma absor¢édo

méxima em torno de 450 nm.
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Figura 4.1 Espectro de absor¢do molecular do metavanadato de aménio (—) e do metavanadato

de amdnio oxidado em H,SO4 1,0 mol L (- - -).
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4.1.1 Estudos dos parametros quimicos do sistema de analise por injecdo em fluxo

com deteccdo espectrofotométrica para a determinacéo de perdxido de hidrogénio.

Os parametros quimicos foram otimizados univariavelmente, buscando melhor
relacdo entre altura do sinal analitico e repetibilidade, bem como maior frequéncia
analitica. A configuracdo do sistema de analise por injecdo em fluxo empregado na
otimizagdo ¢ ilustrado na Figura 3.1, com alca de amostragem de 300,0 pL,
comprimento da bobina reacional de 40 cm, 20 cm de distancia entre o injetor e a
confluéncia. As vazdes empregadas para a solugdo de H2SO4 1,0 mol.L? e solugéo de
metavanadato de aménio foram respectivamente 2,5 mL.min e 2,1 mL.min™.

Inicialmente foi avaliado o efeito da variacdo da concentracdo da solucdo de
metavanadato de amonio sobre o sinal analitico (Figura 4.2). Variou-se a concentracao
de metavanadato de amonio (em &cido sulfdrico 1,0 mol.L ) e fixaram-se os demais
parametros. As concentracdes avaliadas de metavanadato de amdnio foram 5,00x103
mol.L?, 1,00x102 mol.L? e 0,10 mol.L. A concentracio da solugdo de metavanadato
de aménio selecionada para os experimentos foi 5,00x107 mol.L?, considerando-se que
foi obtido menor consumo de reagente e melhor resposta analitica e menor desvio

padrdo relativo para esta concentracéo.
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Concentrag&o de NH,VO, (mol L™)

Figura 4.2 Efeito da concentragdo de metavanadato amonio (em é&cido sulfarico 1,0 mol.L?).

Absorbancia (--m--) e desvio padrdo relativo (--o--).
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Foi estudado o efeito da variacdo da concentragdo do carregador (&cido
sulfarico), fixando-se a concentragdo de metavanadato aménio (5,00x10° mol.L?) e
variou-se a concentracdo da solucdo carregadora. As concentracGes avaliadas para a
solucdo carregadora foram 0,1 mol.L%, 0,5 mol.L%, 0,8 mol.L! e 1,0 mol.L™
Observou-se na Figura 4.3, um aumento do sinal analitico proporcional ao aumento da
concentragéo da solugdo do carregador. A concentragdo de 1,0 mol.L™? foi selecionada,
considerando-se o maior sinal em analitico. Observou-se que para baixas concentragdes
da solugdo de acido sulfarico (0,1 mol.L* e 0,5 mol.L™Y), ocorre uma diminuigio na
precisdo do sinal analitico, evidenciado pelos valores de desvio padrdo relativo acima
do aceitavel (respectivamente 6,11% e 9,23%) provavelmente devido a falta do acido
para completar a reagdo quimica.
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Figura 4.3 Efeito da concentracdo do carregador (H.SO.) na determinacdo de perdxido de
hidrogénio. Absorbancia (--m--) e desvio padrdo relativo (--o--).
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4.1.2 Estudos dos parametros fisicos do sistema de anélise por injecdo em fluxo

com detecgdo espectrofotométrica para a determinacdo de peroxido de hidrogénio.

Os parametros fisicos do sistema de analise por injecdo em fluxo foram otimizados
utilizando o método univariado, buscando o melhor compromisso entre absorbancia,
reprodutibilidade e frequéncia analitica.

Foi avaliado o efeito do comprimento da bobina reacional de 40, 60 e 100 cm
sobre o sinal analitico de uma solucéo de peroxido de hidrogénio 9,29x10* mol.L?,
(Figura 4.4). Selecionou-se a bobina reacional com comprimento de 40 cm,
considerando um aumento no sinal analitico e um desvio padrdo relativo aceitavel de
3,6%, devido o aumento do comprimento da bobina reacional proporciona um aumento

no tempo de residéncia da amostra com aumento da zona de amostra dispersa.
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Figura 4.4 Efeito do comprimento da bobina reacional na determinagdo de peroxido de

hidrogénio sobre o sinal analitico. Absorbancia (--m--) e desvio padréo relativo (--o--).

O efeito do volume da alca de amostragem sobre o sinal analitico foi avaliado
nos comprimento de 50, 150 e 300 pL (Figura 4.5). Verificou-se 0 aumento do sinal
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analitico com o aumento do volume da al¢a de amostragem. Selecionou-se o volume de
300 pL, embasando-se no fato de o desvio padrdo relativo para o volume da alga de

amostragem de 150 uL ser aproximadamente 4 vezes maior que o desvio padrdo
relativo para a alga de amostragem de 300 uL.
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Figura 4.5 Efeito do volume da al¢ca de amostragem. Absorbancia (--m--) e desvio padréo
relativo(--o--).

O efeito da vazdo do fluido carregador (&cido sulfirico) sobre o sinal analitico
foi investigado (Figura 4.6). Verificou-se que para as vazdes 0,09, 1,5 e 2,0 mL.min? o
sinal analitico néo variou e os desvios padrbes foram aceitaveis. Portanto, para aumentar
a fregliéncia analitica e aumentar o tempo util da bomba peristaltica selecionou-se a

vazdo de 1,5 mL.min para o fluido carregador.
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Figura 4.6 Efeito da vazdo do fluido carregador na bomba peristéaltica na determinacéo de
peréxido de hidrogénio. A (0,09 mL.min%), B (1,5 mL.min), C (2,0 mL.min%). Desvios padréo

relativos para as vazoes estudadas foram inferiores a 0,050% (n=3).

Os parametros estudados e selecionados na otimizagéo do sistema em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica para a determinacgdo de perdxido de hidrogénio encontra-

se resumido na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Parametros estudados na otimizagdo do sistema em fluxo com detecgédo

espectrofotométrica para determinacdo de peroxido de hidrogénio

Parametro Estudado Selecionado
NHzVOs (mol.L™?) 0,1-0,001-0, 005 0, 005
H2S04 (mol.L?) 01-05-08-1,0 1,0
Bobina reacional (cm) 40-60 - 100 40
Alca de amostragem (uL) 50 - 150 - 300 300

Vazdo do carregador (mL.min™?) 0,09-15-2,0 1,5




38

4.1.3 Parametros de confiabilidade analitica do sistema de anélise por injecdo em
fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a determinacdo de perdxido de

hidrogénio em amostras comerciais.

A curva analitica (Figura 4.7) foi obtida por injecdes em triplicata de solucao de
peroxido de hidrogénio em diferentes concentragdes (7,40x10* mol.L™t a 7,40x103
mol.L1). A solugcdo de metavanadato de aménio quanto as solugBes de perdxido de
hidrogénio foram preparadas diariamente. A Figura 3.1 representa a figura esquematica
para a andlise por injecdo em fluxo proposta, bem como os parametros utilizados. O
procedimento proposto apresentou uma faixa linear variando de 7,40x10* a 7,40x103
mol.L! com desvios padrdes relativos inferiores a 2,3%. A curva analitica obtida com o
procedimento  proposto pode ser descrita pela equacdo Abs=62,82xC
(£1,13)+0,015(+0,0050); r=0,998, onde Abs representa absorbancia, C é a concentracao

de perdxido de hidrogénio em mol.L™ e r é o coeficiente de correlacéo linear.
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Figura 4.7 Curva analitica para a determinacdo de peroxido de hidrogénio. Absorbancia (--o--)
e desvio padréo relativo (--o--).

Os parametros de confiabilidade analitica avaliados foram, limite de deteccéo,

limite de quantificacdo e faixa linear do procedimento proposto, 0S mesmos encontram-
se apresentados na Tabela 4.2.



39

Tabela 4.2 - Parametros de confiabilidade analitica do sistema de andlise por injecéo

em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para determinacdo de peroxido de

hidrogénio
Faixa linear Limite de Detecgdo® Limite de Quantificacdo®
mol.L? mol.L? mol.L?
7,40x10* a 7,40x10° 2,40x10* 7,40x10%

@ 3xdesvio padrdo do branco/sensibilidade;
® 10xdesvio padrdo do branco/sensibilidade.

Para o estudo de repetibilidade (Figura 4.8), os desvios padr@es relativos foram
menores que 1,2% (n=10) para solugdes padrio de peréxido de hidrogénio 1,96x1073 e

4,00x107 mol.L, afirmando por sua vez a repetibilidade do procedimento proposto.
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Figura 4.8 Fiagrama obtido no estudo de repetibilidade para determinacéo de H.O, 4,00x10®

mol.L-1 e 1,96x10 mol.L™?, respectivamente.



40

O sistema de analise por injecdo em fluxo proposto no presente trabalho, para a
determinacdo de peroxido de hidrogénio, foi comparado com o sistema em fluxo por
multicomutacdo proposto por SOUZA et al.®* Ambos os procedimentos utilizaram
300uL de volume de amostragem por determinacéo e a frequéncia de amostragem para
0 método proposto foi de 60 determinagBes por hora, enquanto que a frequéncia de
amostragem para 0 método proposto por SOUZA et al** foi de 92 determinagGes por
hora. Esta diferenca se deve ao fato de o sistema em fluxo proposto por SOUZA et al**
operar for multicomutacéo.

O procedimento FIA desenvolvido apresentou limite de deteccdo de 2,41x10*
mol.L, enquanto o limite de detecgdo para o procedimento proposto por SOUZA et al**
foi de 1,80x10* mol.L. Portanto, ndo se observa diferenca significante neste
parametro, evidenciando-se por sua vez a sensibilidade do procedimento desenvolvido.
A Tabela 4.3 apresenta os resultados comparativos entre o sistema de analise por
injecdo em fluxo desenvolvido e o sistema proposto por SOUZA et al**. O
procedimento proposto apresentou uma frequéncia de amostragem menor, mas
adequada para aplicacdo em laboratorios que necessitem automatizar a identificacdo e

quantificacdo de H202 nas amostras.

Tabela 4.3 - Comparacdo entre métodos de andlise por injecdo em fluxo para a

determinacéo de perdxido de hidrogénio.

Parametro Sistema FIA desenvolvido ~ SOUZA, et al.(2014)
Faixa linear/ mol.L* 7,40x10* a 8,010 2,9x10* a 5,9x103
Limite de deteccdo/mol.L* 2,40x10™ 1,8x10*
Limite de quantificacdo/ mol.L™! 7,40x10™ 6,010

Frequéncia de amostragem/
. 60 92
(determinagdes.h™)

Volume de amostra/ pL 300 300
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4.1.4 Estudo de recuperacdo de H202 em amostras comercial de 4gua oxigenada
empregando sistema de andlise por injecdo em fluxo com deteccdo

espectrofotométrica.

No estudo de recuperagdo de H>O2, solugdes de referéncia de peroxido de
hidrogénio de diferentes concentracbes foram adicionadas a solugdes de amostras
comerciais de agua oxigenada fortificadas com perdxido de hidrogénio 9,29x10* mol.L"
! Os resultados obtidos da determinacdo de H,O: empregando o procedimento
proposto, descontados daqueles originalmente sem a adi¢do da solucdo de referéncia,

foram comparados. Os resultados da recuperacdo estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4- Estudo de recuperacdo de perdxido de hidrogénio em formulacdes

comerciais empregando o procedimento em fluxo proposto.

H202/mol.L?
Amostra Recuperagdo/%
Adicionado Encontrado?
5,68x103 5,44x10°+1,30%x107 95,8
A 6,61x103 6,09x10°%+1,40%x107 92,1
7,40x10°3 6,70x10°+6,18x10° 90,6
5,68x10° 5,29%x1073+4,55%x10° 93,1
B 6,61x103 6,17x107°+2,09%x10° 93,3
7,40x10°3 6,72x10%+1,51x107 90,8
5,68x103 4,45x103+1,41x10°3 78,3
C 6,61x103 5,17x10°%+4,47x107 77,4
7,40%10° 6,20x10°+2,51x10°3 83,7
5,68x107 5,50%x1073+7,76x10° 96,8
D 6,61x107 6,75x1073+1,79x10* 102
7,40%10° 8,09x103+2,21x10* 109

* n=3; média + desvio padro.
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Diante dos resultados, procedeu-se a determinacdo de perdxido em amostras
comerciais empregando-se 0 método de compatibilizagdo de matriz. Neste
procedimento, a solucdo de amostra é preparada num meio semelhante aquele em que
ela vai ser determinada. Em nosso caso, empregamos uma solugdo de amostra como
diluente. Verificou-se uma melhoria na linearidade da curva obtida por
compatibilizacdo de matriz quando comparada com a propria curva analitica do
procedimento proposto. Contudo, nem o resultado obtido por adicdo de padréo e o
resultado da compatibilizagdo de matriz foram aqueles adicionados na amostra
inicialmente. Com isso, maiores estudos deverdo ser realizados para verificacdo da
exatiddo do procedimento desenvolvido para a determinacdo de perdxido de

hidrogénio em amostras comerciais de dgua oxigenada.

4.1.5 Determinacdo de peroxido de hidrogénio em amostra comercial de agua

oxigenada 3% empregando permanganometria.

A média dos volumes gastos na titulacdo por permanganometria para a amostra
de peréxido de hidrogénio foi 7,60 mL de solucdo de permanganato 0,0895 mol.L?; a
reacdo quimica entre o ion permanganato e o perdxido de hidrogénio possui
estequiometria 2:5 respectivamente, logo, o nimero de mols de perdéxido de hidrogénio

contidos na amostra corresponde a 1,70x10°3 mol.

O volume de amostra de peroxido utilizado para o procedimento foi de 2,0 mL,
logo, a porcentagem de peréxido determinada experimentalmente empregando a

permanganometria foi de 2,89% (0,85 mol.L™%).

4.1.6 Estudo de recuperacao de H202 em amostras de leite UHT empregando o
sistema de analise por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica

proposto.

No estudo de recuperacdo do H:0., diferentes solucbes de referéncia de
peroxido de hidrogénio foram adicionadas a solu¢bes de amostras de leite (marca A)

fortificadas com perdxido de hidrogénio 9,29x10* mol.L? e os resultados obtidos,
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descontados daqueles originalmente sem a adicdo da solucdo de referéncia, foram

comparados. Os resultados da recuperacdo estdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5- Estudo de recuperacdo de peroxido de hidrogénio em amostra de leite

(marca A).
H202/mol.L1
Amostra Recuperacdo/%
Adicionado Encontrado®
2,82x107 2,37x107°+2,09x10™ 84,2
Leite A 5,68x10°3 4,60x103+5,80x10™ 81,0
7,40x107 6,15x107°+6,98x10™* 83,1

@ n=3; média * desvio padrao.

A curva de adicdo de padrdo pode ser descrita pela equacdo Abs = 0,050
(x0,011)+55,84 (£3,83)xC; r=0,990, onde Abs representa absorbancia, C € a
concentracio de perdxido de hidrogénio (mol.L™Y) e r é o coeficiente de correlagdo

linear. A curva de adicdo de padrdo é mostrada na Figura 4.9.
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Figura 4.9 Curva de adicdo de padrdo para a determinacdo de peroxido de hidrogénio

empregando o sistema FIA proposto. Absorbancia (--o--).
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Analisando a equacéo da curva de adicdo de padrdo, dividindo-se o coeficiente
linear pelo coeficiente angular, encontra-se uma concentracdo de 9,05x10* + 1,36x10*
mol.L™? (30,8 = 4,63 mg de H.0,/L) na amostra, sabendo-se que foi adicionado
9,29x10* mol.L? (31,60 mg de H2O2/L ) na amostra, obtém-se um erro relativo de -
2,2%, ou seja, uma porcentagem de erro aceitavel, levando em consideracdo a

complexidade da matriz da amostra.

No teste de recuperagdo do analito, diferentes solucdes de referéncia de peroxido
de hidrogénio foram adicionadas a solucBes de amostras de leite (marca B) fortificadas
com peroxido de hidrogénio 9,29x10“ mol.L™? e os resultados obtidos, descontados
daqueles originalmente sem a adicdo da solucdo de referéncia, foram comparados. Os
resultados da recuperacao estéo apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6- Estudo de recuperacdo de peroxido de hidrogénio em amostras de leite

(marca B).
H202 /(mol.L )
Amostra o Recuperagdo/%
Adicionado Encontrado®
2,82x10°® 2,55x103%+4,90x10* 90,4
Leite B 5,68x1073 4,58x10°3+5,31x10* 80,6
7,40x10°° 6,32x10°%+3,68x10* 85,4

@ n=3; média * desvio padrao.

Realizou-se a adi¢do de solucdo padréo de H202 em outra amostra de leite UHT
e determinou-se a concentracdo pelo procedimento proposto e método de adicdo de
padréo.

A curva de adicdo de padrdo (Figura 4.9.1) pode ser descrita pela equacdo Abs
=0,046 (+0,0121)+54,18 (x2,73)xC; r=0,995, onde Abs representa absorbancia, C € a
concentragio de peroxido de hidrogénio (mol.L™?) e r é o coeficiente de correlagdo
linear. Analisando a equagéo da curva de adi¢do de padrdo, dividindo-se o coeficiente

linear pelo coeficiente angular, encontra-se uma concentracdo de 8,63x10* + 1,34x10*
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mol.L? (29,35 + 4,56 mg de H.O./L) na amostra, sabendo-se que foi adicionado
9,29x10* mol.L? (31,60 mg de H20,/L) na amostra, obtém-se um erro relativo de -
6,7%, ou seja, uma porcentagem de erro aceitadvel, levando em consideracdo a

complexidade da matriz da amostra.
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Figura 4.9.1 Curva de adi¢do de padrdo para a determinagdo de peroxido de hidrogénio no leite

(marca B). Absorbancia (--m--).

4.2 Sistema de analise por injecdo em fluxo reverso (FIA-r) para a determinacao

de cetoconazol em formulagdes farmacéuticas empregando Ce(IV) como reagente.

O procedimento proposto emprega a rea¢do quimica entre o cetoconazol e o

Ce(IV) em meio acido, levando a formacdo de um produto reacional de coloracdo

avermelhada.

(0] Ce(lV) 0
\>_ N N R — \>— N +N
He H' He

(Equacéo 2)
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Os espectros de absor¢cdo molecular do cetoconazol, solugcdo de Ce(IV) e do
produto de oxidacdo da reacdo quimica encontram-se na Figura 4.10. A substancia

oxidada apresenta uma absor¢do maxima em torno de 500 nm.
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Figura 4.10 Espectro de absorcdo molecular do cetoconazol, do Ce(IV) e do produto de
oxidacdo da reagdo quimica. [Cetoconazol]= 7,40x10* mol.L*? (- — -); [Ce(IV)]=3,60x10*
mol.L? (- - -); [Cetoconazol]=7,40x10"* mol.L* + [Ce(IV)]=3,60%10* mol.L (—).

4.2.1 Estudo do efeito dos paré@metros quimicos do sistema de analise por injecéo
em fluxo reverso (FIA-r) sobre sinal analitico para a determinacéo de cetoconazol

utilizando Ce(1V) como reagente.

Os parédmetros quimicos foram otimizados univariavelmente, buscando a melhor
relacdo entre sensibilidade e repetibilidade, bem como maior frequéncia analitica. A

configuracdo do sistema de analise por injecdo em fluxo reverso empregado na
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otimizacdo é ilustrado na Figura 3.2, com alca de amostragem de 125uL de Ce (1V)
6,0x10* mol.L? injetados no sistema em fluxo por determinagdo, comprimento da
bobina reacional de 25 cm. As vazdes empregadas para a solucdo de amostra ou solucao
de referéncia de cetoconazol em H2SO4 1,0 mol.L* foi de 1,9 mL.min™,

Foi avaliado o efeito da concentragcdo da solugdo de Ce (IV) sobre o sinal
analitico (Figura 4.110. Para este estudo, fixou-se a concentracdo de solucdo de
cetoconazol 7,00x10* mol.L? (em 4cido sulfdrico 0,10 mol.L™?), variou-se a
concentracdo de cério(lV) e fixaram-se 0s demais parametros. As concentracdes
avaliadas de Ce(IV) foram 3,00x10° mol.L?, 2,00x10* mol.L? e 3,00x10* mol.L?,
6,00x10* mol.L™? e 9,00x10* mol.L™. Selecionou-se a concentragdo de 6,00x10*
mol.L™? para os demais experimentos embasando-se na observacdo que esta foi a

concentracdo de Ce (IV) que obteve melhor relacdo entre sinal analitico e repetibilidade.
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Figura 4.11 Efeito da concentracdo de Ce(IV) sobre o sinal analitico na determinagdo de
cetoconazol empregando o procedimento FIA proposto. Absorbancia (--m--) e desvio padrdo
relativo (--o--).

Foi estudado o efeito da concentracdo de &cido sulfurico utilizado como fluido
carregador na resposta do sistema FIA proposto (Figura 4.12). Para isto, fixou-se a
concentragdo de cetoconazol (7,00x10** mol.L) e variou-se a concentragdo de acido

sulfarico nas seguintes concentragdes 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 e 1,0 mol.L%). Selecionou-
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se a concentragdo 1,0 mol.L™? de &cido sulfurico para a solubilizagio do cetoconazol

visto que o sinal analitico para as concentragdes de &cido sulfirico 0,9 e 1,0 mol.L™ foi

praticamente 0 mesmo.

T T T
n
0,46 i
[
! \
! A
! A
! \
; .
- i \
@© 0,44 \ il
2 |
«C il
2 /
o /
[72] \ !
Ko} \ /
< 0,42 | /
| ;
/
i
N ,
T K
O=memememe = =0 .
. m
.-
0,40 +
T T T T
0,00 0,25 0,50

Concentrag&o de H,SO, (mol L)

Desvio padréao relativo (%)

Figura 4.12 Efeito da concentracdo do &cido sulfrico utilizado como fluido carregador.

Absorbancia (--m--) e desvio padrdo relativo (--o--).

4.2.2 Estudo dos parametros fisicos do sistema analise por injecdo em fluxo reverso

(FIA-r) sobre o sinal analitico para a determinacdo de cetoconazol utilizando

Ce(1V) como reagente.

Foi avaliado o efeito do comprimento da bobina reacional no sinal analitico de

13,5, 25 e 40 cm (Figura 4.13). Verificou-se um maior sinal analitico no comprimento

de onda de 25 cm. No comprimento de 40 cm, a dispersdo da amostra foi mais efetiva,

ocasionando uma diminuicdo do sinal analitico. Selecionou-se a bobina reacional com
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comprimento de 25 cm, devido este comprimento ter apresentado maior sinal analitico e

0 menor desvio padréo relativo.
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Figura 4.13 Efeito do comprimento da bobina reacional sobre o sinal analitico na determinagdo

de cetoconazol utilizando Ce (IV) como reagente. Absorbancia (--m--) e desvio padréo relativo

(~-0--).

O efeito do volume da alca de amostragem sobre a absorbancia foi avaliada nos

comprimento de 50, 75, 100 e 125 pL (Figura 4.14). Verificou-se um aumento do sinal

analitico com o aumento do volume de amostragem até 125 pL, com o consequente

aumento da precisdo das medidas. Selecionou-se 0 volume de 125 pL, visto que para

este volume, obteve-se 0 maior sinal analitico e 0 menor desvio padrdo relativo, além de

contornar o problema de formagéo de pico duplo.
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Figura 4.14 Efeito do volume da Alca de amostragem na determinacdo de cetoconazol

utilizando Ce(1V) como reagente. Absorbancia (--m--) e desvio padréo relativo (--o--).

Foi estudado o efeito da vazdo do fluxo carregador sobre o sinal analitico

(Figura 4.15). Embora a vaz&o 2,5 mL.min tenha apresentado o menor desvio padréo

relativo, selecionou-se a vazdo de 2,0 mL.min, devido ao fato de aumentar o tempo Util

de vida da bomba peristéltica e ao fato da diferenca entre o sinal analitico e das vaz0es

de 2,5 mL.min"t e 2,0 mL.min" ser de apenas 2,9%.
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Figura 4.15 Efeito da vazdo da bomba peristéltica na determinacéo de cetoconazol utilizando

Ce(IV) como reagente. Absorbancia (--m--) e desvio padréo relativo (--o--).
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Os parametros estudados na otimizacdo do sistema de analise por injecdo em
fluxo reverso com deteccdo espectrofotométrica para a determinacdo de cetoconazol

utilizando Ce(IV) como reagente encontram-se resumidos na Tabela 4.7.

Tabela 4.7- Pardmetros quimicos e fisicos estudados e selecionados do sistema FIA

proposto para determinacéo de cetoconazol

Parametro Estudado Selecionado
Ce(IV)/mol.L? 3,00x10°- 9,50x10* 6,00x10*
Carregador/mol. L? 01-1,0 1,0
Bobina reacional/cm 13,5-25-40 25
Alca de amostragem/ uL 50-75-100- 125 125
Vazéo do

carregador/(mL.min2) 15-2,0-25 20

4.2.3 Parametros de confiabilidade analitica do sistema de anélise por injecdo em
fluxo reverso (FIA-r) para a determinacdo de cetoconazol utilizando Ce(IV) como

reagente.

A curva analitica (Figura 4.16) foi obtida por injecdes sucessivas em triplicata de
solucdo de Ce(IV) 6,00x10* mol.L' em diferentes concentragcbes de solugdo de
cetoconazol (6,00x10° mol.L? a 9,50x10° mol.L). A Figura 3.2 representa a figura
esquematica para a analise por injecdo em fluxo reverso proposta, bem como os
parametros utilizados. O procedimento proposto apresentou uma faixa linear variando
de 6,00x107° a 9,50x10° mol.L™?, e desvios padrdes relativos inferiores a 1,0%. A curva
analitica pode ser descrita pela equacdo Abs=2.577,36xC(£109,2)+0,030(+0,009);
r=0,997, F=556,14; F(1;4;99)=7,71, onde Abs representa absorbancia, C ¢é a
concentragéo de cetoconazol (mol.L™Y) e r é o coeficiente de correlacio linear.
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Figura 4.16 Curva analitica para a determinacdo de cetoconazol utilizando procedimento FIA

proposto empregando Ce(IV) como reagente. Absorbéncia (-o-) e desvio padréo relativo (-o-).
Os parametros de confiabilidade avaliados encontram-se na Tabela 4.8.
Tabela 4.8- Pardmetros de confiabilidade do sistema de anélise por injecdo em fluxo

reverso com deteccdo espectrofotométrica para determinacdo de cetoconazol utilizando

Ce (IV) como reagente.

Parametro Encontrado
Faixa linear/(mol.L™?) 6,0x10° a 9,5x10°
Limite de detecgdo/(mol.L1)? 1, 05x10°
Limite de quantificagdo/(mol.L™)® 3,50%x10°
Desvio padréo relativo/% <42

@) 3 vezes desvio padrdo do branco/sensibilidade;
®) 10 vezes o desvio padrdo do branco/sensibilidade.

O desvio padréo relativo para o estudo de repetibilidade para a solugdo de
cetoconazol 1,00x10* mol.L? foi de 4,13% (n = 10). A Figura 4.17 representa 0

fiagrama obtido para a para solugdes de cetoconazol 1,0x10* mol.L™.
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Figura 4.17 Fiagrama obtido no estudo de repetibilidade empregando o procedimento proposto
na determinagdo de cetoconazol 1,00x10* mol.L* utilizando Ce(IV) como reagente.

O desvio padréo relativo para o estudo de repetibilidade para a solugdo de
cetoconazol 1,90x10* mol.L? foi de 4,2% (n = 10). A Figura 4.18 representa 0

fiagrama obtido para as para solucdes de cetoconazol 1,90x10** mol.L ™.
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Figura 4.18 Fiagrama obtido no estudo de repetibilidade empregando o procedimento proposto

na determinacéo de cetoconazol 1,90x10* mol.L* utilizando Ce(IV) como reagente.

O sistema de analise por injecdo em fluxo reverso (FIA-r) proposto para a
determinacdo de cetoconazol utilizando Ce(IV) como reagente foi comparado com 0s
métodos propostos por FRAIHAT® e por FRAIHT & BAHGAT?®, os dados para

compara¢do encontram-se na Figura 4.19.
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Figura 4.19 Consumo de reagente (Ce (1V)) por determinagdo para cada procedimento.

No procedimento de andlise por injecdo seqlencial (SIA) proposto por
FRAIHT?, o consumo do reagente foi de 0,174 mg de Ce (IV) por determinagio. No
sistema de andlise em fluxo desenvolvido no presente trabalho, o consumo de reagente
foi de 0,04 mg de Ce (IV) por determinacdo. Portanto, observa-se que o procedimento
FIA-r desenvolvido proporcionou um consumo de reagente aproximadamente 4,3 vezes
menor que o consumo de reagente proposto por FRAIHT®,

No procedimento em batelada proposto por FRAIHT & BAHGAT?, o consumo
de reagente foi de 1,96 mg de Ce(lV) por determinacdo. Portanto, observa-se que o
método FIA-r proposto no presente trabalho proporcionou um consumo de reagente
aproximadamente 48 vezes menor que 0 consumo de reagente proposto por FRAIHT &
BAHGAT?,

Outra observacéo a ser destacada para o sistema em fluxo proposto refere-se aos
parametros de confiabilidade, que podem ser comparados com referencial bibliografico
e encontram-se na Tabela 4.9.
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Tabela 4.9- Comparacdo entre os Parametros de confiabilidade do sistema de analise
por injecdo em fluxo reverso com deteccdo espectrofotométrica para determinacdo de

cetoconazol utilizando Ce (V) como reagente.

Autores Faixa Linear/ Limite de detecgéo/ Limite de
(mol.LY) (mol.LY) quantificagdo/(mol.L™)
FRAIHT? 3,60x10° a 2,20x10* 2,40x10° 8,00x10°
Slstema 6,0010° a 9,50x10° 1,00x10° 350x10°
proposto

Podemos observar, analisando a Tabela 4.9, que o limite de deteccdo para o
método FIA-r desenvolvido foi aproximadamente 240% menor que o limite de deteccao
da referéncia citada e o limite de quantificacdo foi aproximadamente 228% menor que 0

limite de quantificac&o da referéncia citada .

4.2.4 Estudo de recuperacdo de cetoconazol utilizando o sistema de andlise por
injecdo em fluxo reverso com deteccdo espectrofotométrica e Ce (IV) como
reagente.

Avaliou-se o efeito da matriz de amostra na determinacdo do cetoconazol
estudando-se a recuperacdo do analito. Diferentes aliquotas de solugdes de referéncia de
cetoconazol foram adicionadas a solugdes de amostras e os resultados obtidos,
descontados daqueles originalmente sem a adicdo da solucdo de referéncia, foram

comparados. Os resultados da recuperacédo estdo apresentados na Tabela 4.10.



57

Tabela 4.10- Estudo de recuperagéo de cetoconazol em formulagdes farmacéuticas

comerciais empregando o procedimento proposto.

Cetoconazol/(mol.L™1)

Amostra Recuperagdo/%
Adicionado Encontrado®
A 6,00x10° 4,57x10° + 2,16x10* 76,2
A 7,00%10° 5,35x10° + 5,16x10* 76,4
A 8,50%x10° 6,85x107° + 8,39x10* 80,6
B 6,00x10° 5,56x107° + 6,45x10* 92,7
B 7,00x10°° 6,79x10° + 1,14x10° 97,0
B 9,00x10° 7,64x10°+ 7,55x10* 84,9
C 6,00x107° 4,42x107° + 2,48x10°3 82,0
C 7,00x10°° 6,25x10° + 1,89x10° 89,3
C 8,00x10° 7,06x10° + 1,55x10° 88,3
C 9,00%10° 7,09x10° + 1,33x10° 78,8
D 6,00x10° 2,96x10°+ 2,01x10°® 49,4
D 7,00x10°° 4,00x10°+ 2,17x10* 57,2
D 8,00x10° 5,17x10°+ 2,20x10* 64,6
D 9,00x10° 5,20x10° + 1,74x10° 57,7

(@ n=3; média * desvio padréo.

Como podemos observar, de acordo com os dados dispostos na Tabela 4.10,
obteve-se valores experimentais fora dos limites aceitaveis (80% - 110%) para 0 ensaio
de recuperacdo do analito, evidenciando por sua vez a presenca do efeito de matriz da

amostra.

4.2.5 Comparacdo entre a curva analitica para o sistema de andlise por injecao em
fluxo reverso para a determinacao o cetoconazol e as curvas analiticas para adicéo

de padréo das amostras (A e B).

A curva analitica para determinagéo de cetoconazol (Figura 4.20) foi obtida por
injecOes sucessivas em triplicata de solugdo de Ce(1V) 6,00x10* mol.L? em diferentes
concentragdes de solucdo de cetoconazol (6,00x10° mol.L™t a 9,50x10° mol.LY). A
Figura 3.2 representa a figura esquematica para a analise por injecdo em fluxo reverso

proposta, bem como os parametros utilizados. O procedimento proposto apresentou uma
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faixa linear variando de 6,00x10° a 9,50x10° mol.L?, e desvios padrdes relativos
inferiores a 1,0%. A curva analitica pode ser descrita pela equacdo Abs=2.391,69
(£197,40)xC+0,0481 (+0,015); r = 0,988, onde Abs representa absorbancia, C é a
concentragéo de cetoconazol (mol.L™) e r é o coeficiente de correlacio linear.

A curva de adicdo de padrdo da amostra A (Figura 4.21) foi obtida por injecdes
sucessivas em triplicata de solucdo de Ce(IV) 6,00x10* mol.Lt em diferentes
concentragdes de solugdo de cetoconazol (6,00x10° mol.L? a 9,00x10° mol.L?) em
volumes fixos de amostra. A Figura 3.2 representa a figura esquematica para a analise
por injecdo em fluxo reverso proposta, bem como os parametros utilizados.

A curva de adicdo de padrdo para a amostra A pode ser descrita pela equagéo
Abs = 2402,72 (x69,64)xC+0,0875(x0,0045); r = 0,999, onde Abs representa
absorbancia, C é a concentracdo de cetoconazol (mol.L?) e r é o coeficiente de
correlagéo linear. Os desvios padrdes relativos foram inferiores a 0,5%. A concentragéo
de cetoconazol na amostra corresponde a 3,64x10° mol.L™.
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Figura 4.20 Curva de adicdo de padrdo para a determinacdo de cetoconazol (na amostra A)

utilizando Ce(IV) como reagente. Absorbancia (-o-) e desvio padréo relativo (-o-).

A massa de cetoconazol fornecida pelo fabricante da amostra A corresponde a

200 mg por comprimido, o valor experimental encontrado utilizando o procedimento de



59

andlise por injecdo em fluxo reverso desenvolvido foi de 242 mg por comprimido. O
valor encontrado foi aproximadamente 21,0% maior que o valor fornecido pelo
fabricante, como todo medicamento possui data de validade definida, o fabricante tem o
dever de garantir que até o prazo de validade, a composicdo seja aquela indicada no
rotulo, isso justifica a diferenca entre os valores (experimental e teérico) e portanto, a
massa de cetoconazol por comprimido indicada pelo fabricante deve ser maior do que

0s 200 mg por comprimido.
A curva de adicdo de padrdo da amostra B (Figura 4.22) foi obtida por injecdes

sucessivas em triplicata de solugdo de Ce (IV) 6,00x10* mol.Lt em diferentes
concentragOes de solugdo de cetoconazol (6,00x10° mol.L? a 9,00x10° mol.L?) em
volumes fixos de amostra. A Figura 3.2 representa a figura esquematica para a analise

por injecdo em fluxo reverso proposta, bem como os parametros utilizados.
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Figura 4.21 Curva de adicdo de padrdo para a determinacdo de cetoconazol (na amostra B)

utilizando Ce(IV) como reagente. Absorbancia (-o-) e desvio padréo relativo (-o-).

A curva de adicdo de padrdo para a amostra B pode ser descrita pela equagéo
Abs = 222257 (£39,31) x C + 0,0829 (+0,0027), r = 0,999, onde Abs representa
absorbancia, C é a concentracdo de cetoconazol (mol.L™Y) e r é o coeficiente de
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correlagéo linear. Os desvios padrdes relativos foram inferiores a 1,0%. A concentragéo
de cetoconazol na amostra corresponde a 3,73x10° mol.L™.
Analisando a Tabela 4.11, observa-se que nao ha diferenca significativa quanto a

sensibilidade.

Tabela 4.11- Comparagdo entre os coeficientes angulares da curva analitica e das

curvas de adicéo de padrao.

Curva Coeficiente angular
Curva analitica 2.391,69 (+197,41)
Curva de adi¢do de padréo para a 2.402,72 (+£69,64)
amostra A
Curva de adicdo de padréo para a 2.222,57(+£39,31)
amostra B

A massa de cetoconazol fornecida pelo fabricante da amostra B corresponde a
200 mg por comprimido, o valor experimental encontrado utilizando o procedimento de
analise por injecdo em fluxo reverso desenvolvido foi de 248 mg por comprimido. O
valor encontrado foi aproximadamente 24% maior que o valor fornecido pelo
fabricante, esta diferenca entres os valores pode estar associada a data de validade do

farmaco.

4.2.6 Analise comparativa para a determinacéo de cetoconazol em comprimidos.
Inicialmente, foi registrado espectro de emissdo de uma solucdo padrdo de

cetoconazol 6,00x10° mol.L™t (em meio de écido sulfarico 0,010 mol.L™ ) conforme

mostrado na Figura 4.23. A substancia quando excitada no comprimento de onda de 225

nm apresenta emissdo maxima em torno de 380 nm .
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Figura 4.22 Espectro de emissdo de uma solugdo padréo de cetoconazol 6,00x10° mol L em
de acido sulfirico 0,010 mol.L™ (Aex= 225 nm; Aem = 380 nm).

O espectro de emissdo para uma amostra do comprimido B em meio de acido
sulfarico 0,010 mol.L! encontra-se na Figura 4.24. A substancia quando excitada no

comprimento de onda de 225 nm apresenta emissdo maxima em torno de 380 nm .
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Figura 4.23 Espectro de emissdo de cetoconazol para uma amostra do comprimido B em de
acido sulfdrico 0,010 mol.L™ (Aex= 225 nm; Aem = 380 Nm).

O valor para 0 maximo de intensidade de emissdo para a solucdo padrdo de
cetoconazol 6,00x10° mol.L™? (em meio de &cido sulfdrico 0,010 mol.L?) foi
aproximadamente 96 u.a e o valor para 0 maximo de intensidade de emissdo para uma
amostra do comprimido B em meio de &cido sulfurico 0,01 mol.L? foi 91 u.a, logo, a
concentracdo da amostra do comprimido B utilizado no procedimento
espectrofluorimétrico corresponde a 5,69x10° mol.L?, efetuando-se os calculos para
diluicdo da amostra, encontra-se um valor de concentracdo para amostra de comprimido
B equivalente a 3,56 x10* mol.L™ + 7,12x107 mol.L? (aproximadamente 189 + 0,4 mg
de cetoconazol por comprimido).

O valor tedrico contido no rotulo da amostra do comprimido utilizado como
amostra, descreve 200 mg de cetoconazol por comprimido, o valor experimental
encontrado utilizando-se a técnica espectrofluorimétrica foi de 189 mg por comprimido.

Verifica-se que os valores encontrados sdo estatisticamente diferentes daqueles
encontrados pelo procedimento comparativo. A baixa recuperacdo e a diferenga
estatistica entre as sensibilidades da curva analitica e de adi¢cdo de padrdo nas amostras

exigem maiores estudos para melhor avaliacdo dos dados.
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Os valores para a determinacdo de cetoconazol estdo apresentados na Tabela

4.12 a sequir:

Tabela 4.12 — Determinacdo de cetoconazol empregando o procedimento proposto

(FIA-r) e o procedimento comparativo (espectrofluorimétrico)

Amostra Corrrl]%agitlvo FIA-r Er %2 Er 040
200 189 + 0,4 248 + 4,96 19,3 23,8

aProcedimento FIA proposto vs. Valor rotulado;
®Procedimento FIA vs. procedimento comparativo.
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5. CONCLUSOES

Os pardmetros dos sistemas de anéalise por injecdo em fluxo propostos, tanto para
a determinacdo de peroxido de hidrogénio quanto para a determinacdo de cetoconazol,
foram otimizados e com desvios padrdes relativos dentro do limite aceitavel.

Ambos os procedimentos de andlise por injecdo em fluxo desenvolvidos
possuem procedimentos experimentais simples, 0s custos com reagentes e
instrumentacao sdo baixos, repetibilidade consideravel e limite de detec¢éo significativo
guando comparados com outras referéncias bibliograficas.

Os procedimentos de andlise por injecdo em fluxo desenvolvidos atendem a
alguns principios da quimica verde, como a diminui¢cdo no consumo de reagentes e
minimizacao de residuos quimicos.

Ambos os métodos possuem  freqliéncia  analitica  consideravel
(aproximadamente 60 determinagdes por hora) e ndo necessitam de tratamento de
amostra (laborioso).

O procedimento desenvolvido para determinacdo de peroxido de hidrogénio em
amostras comerciais de agua oxigenada apresentou baixa recuperacao e necessita-se de
maiores estudos. Com relacdo a aplicacdo do procedimento desenvolvido para
determinacdo de peroxido de hidrogénio em amostras de leite, obteve-se precisdo e
exatidao, o que viabiliza a utilizacdo do procedimento desenvolvido para a analise desta
amostra.

O procedimento desenvolvido para determinacdo de cetoconazol apresentou
baixa recuperagdo, mas quando comparou-se as sensibilidades da curva analitica e da
curva de adicdo de padrao, as sensibilidades ndo foram diferentes. Neste caso, necessita-

se de maiores estudos.
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