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RESUMO: DETERMINAGAO DE Sb (V) EM MEDICAMENTOS
ANTILEISHMANIOTICOS POR EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO EM SISTEMA
AUTOMATIZADO DE ANALISE EM FLUXO

Neste trabalho & proposto um método para determinagio seletiva de Sb (V)
em amostras de medicamentos antileishmanioticos, baseado na extragio de um par
ibnico formado entre o anion hexacloroantimoniato e o cation rodamina B em sistema
automatizado de extragéo liquido-liquido por analise em fluxo (ELL-AF). A formacgéo
do par idnico foi conduzida em meio de acido cloridrico € como solvente extrator foi
empregado o tolueno. O processo de extragdo foi ofimizado e os seguintes
parametros experimentais foram estabelecidos: volume da camara de extracéo de 5
mL, acido cioridrico 6 mol L™, volume da alca de amostragem do analito de 150 pL,
volume da alca de amostragem da rodamina B de 900 uL, tempo de agitagéo de 100
s, tempo de separacao de fases de 80 s e volume de solvente extrator de 1 mL.

Para a analise de amostras de N-antimoniato de meglumina, o emprego de
energia ultra-som foi requerido para liberar o antiménio do complexo organo-
estibiado para posterior formacao do par idnico.

Os parametros avaliados e os resuitados obtidos para a validacdo do método
compreenderem: faixa linear (7,0x10° a 7,2x10* mol L™ Sb (V), linearidade
(0,9989), sensibilidade (1,61x10° + 2 u.a. L mol™, para P<0,05), repetibilidade (3,5
%, para uma concentragdo de Sb (V) de 4,1x10° mol L* (n= 5)), seletividade
(interferente As (V)), limite de detecgéio (2,9x10° mol L' de Sb (V)) e limite de
determinagéo (9,6x10° mo! L de Sb (V). A exatidiao do método foi avaliada
mediante comparagdo de resultados obtidos na andlise de medicamentos pelo
método ELL-AF com os obtidos por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES) e Polarografia de Pulso Diferencial para Sb total
e Sb (1), respectivamente.

O metodo proposto apresentou uma freqiéncia analitica de 8 determinagoes
h™', eficiéncia de extragao de 50,5 % e baixo consumo de reagentes, podendo ser

aplicado para a determinagéo de Sb (V) no Controle de Qualidade de medicamentos
antileishmanicticos.
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ABSTRACT
LIQUID-LIQUID EXTRACTION FLOW ANALYSIS SPECTROFOTOMETRIC
DETERMINATION OF ANTIMONY Sb (V) IN ANTILHEISHMANIOTIC DRUGS
USING AUTOMATED SYSTEM

In this work a selective method for the Sb (V) determination in
antileishmaniotics drugs is proposed, based on the extraction of an ion pair formed
between hexachloroantimoniate anion and the rhodamine B cation in an automated
liquid-liquid extraction flow analysis system (LLE-FA). The ion-pair was formed in
hydrochioride acid and as solvent toluene was employed. The extraction process was
optimized and the following experimental parameters were established: volume of
the extraction vessel 5 mL, 6 mol L™ hydrochloride acid, sample loop of 150 pL, 900
uL of rhodamine B, 100 s of stirring time, 80 s for the phase separation and 1 mL of
toluene as extractor solvent.

For the analyses of Sb (V) in N-meglumine antimoniate, the ultra-sound energy
was required to liberate the antimony from the organostibium complex for the further
ion pair formation.

The evaluated parameters and results for the validation of the proposed
method comprised: linear range (7.0x10° a 7.2x10™* mol L™ Sb (V), linearity (0.9989),
sensitivity (1.61x10°% + 2 u.a. L mol™, P<0.05), repeatability (3.5 %, for 4.1x10™ mol L™
Sb (V) (n= 5)), selectivity (As (V) interferes), limit of detection (2.9x10° mol L™ of Sb
(V)) and limit of determination (9,6x10-5 mol L-1 de Sb (V)). The accuracy of the
method was evaluated through comparison of results obtained by the analyses of
drugs by the proposed LLE-FA method with those obtained by inductive coupled
plasma optic emission spectrometry (ICP-OES) and differential pulse polarography
for total antimony and Sb (llI), respectively.

The proposed method presented an analytical frequency of 8-analysis h™', an
extraction efficiency of 50.5 % and low organic reagents consumption. The
automated LLE-FA is suitable for the Sb (V) determination in the quality control of
antileishmaniotics drugs.
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1 - INTRODUGAO

A leishmaniose &€ uma doenga infecciosa que vem aumentando consideravelmente
em todo mundo’'. Nas Gltimas trés décadas, houve um grande avanco no conhecimento da
biologia celular e imunologia nestas infecges, mas a quimioterapia n&o foi aprimorada em
igual amplitude. Preparacbes de antiménio sdo as drogas de escolha no tratamento das
diversas formas de leishmaniose, nos Ultimos 90 anos. Sua introdugao foi baseada em
conceitos terapéuticos do século XIX, onde era significativa a participacéo terapéutica de
sais de metais, como arsénio e outros'’.

A industria pouco tem contribuido no desenvolvimento de novos medicamentos para
o tratamento da leishmaniose e, no Brasil; a droga de eleicdo continua sendo o

antimoniato de N-metilglucamina'®?'

. A estrutura e composi¢ao desta droga ainda nao
foram totalmente esclarecidas, e o mecanismo de agio ainda é pouco conhecido. Existem
fortes evidéncias que o antimdnio pentavalente seja reduzido in vivo a sua forma trivalente,
o que vem a explicar a toxicidade da droga, bem como seu efeito terapéutico®.

A especiacéo do estado de oxidagao do antimdnio € importante devido a elevada
toxidez do estado trivalente e, principalmente, devido a constatacdo da mesma como
contaminante nos medicamentos a base de Sb (V) empregados na terapia da
leishmaniose. A toxicidade e o comportamento bioldgico dependem do estado de oxidagéo
do elemento, sendo que o Sb (lll} é dez vezes mais téxico do que o antiménio
pentavalente®®?°.

Quanto as metodologias analiticas, ainda existe uma deficiéncia quanto a
disponibilidade de métodos simples e de baixo custo que permitam a especiagdo de
antiménio e que possam ser implantados em laboratérios de controle de qualidade de
medicamentos, visando nao somente a determinagio do teor de Sb (V), mas também de
possiveis contaminantes toxicos.

A Farmacopéia Brasileira néo apresenta monografia para o doseamento de Sb (V) no
antimoniato de metilglucamina®. A dosagem de antiménio pentavalente no stibogluconato
de sodio, segundo a monografia contida na Farmacopéia Britanica, é realizada mediante

titulagao potenciométrica do antiménio com sulfato ferroso amoniacal®®. No entanto, essa
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metodologia, além de ser lenta, carece de precisdo e nao permite a determinagao seletiva
de Sb (lll) e Sb (V) em farmacos.

Os métodos empregados nas industrias brasileiras para determinagao de antimdnio
em medicamentos s&o baseados, principalmente, em métodos volumétricos ou
potenciométricos****%_ Essas metodologias de modo geral nao sao adequadas, visto que
permitem apenas a determinagdo de antiménio fotal.

Atualmente estd em fase de implementacdo na Farmacopéia Brasileira um
procedimento para determinagéo seletiva de Sb (11l) em amostras de medicamentos a base
de Sb (V) utilizando um sistema de injegdo em fluxo acoplado a técnica de
espectrofotometria de absorgao atdmica com geragéo de hidretos como método oficial®’ .

Pela necessidade de métodos simples, rapidos e de baixo custo, foi proposto um
sistema automatizado de extragéo liquido-liquido em sistema de analise em fluxo para a
determinagéo de Sb (V), baseado na extragdo do par idnico formado a partir do antiménio
pentavalente e rodamina B .

O método de extragio liquido-liquido com andlise em fluxo (ELL-AF) proposto
apresenta como objetivos melhorar itens relacionados a extracdo como: menor consumo
de reagentes, menor contato do analista com o solvente, controle automatico de todas as
etapas de extragdo como: mistura efetiva entre as fases aquosa e organica, separacao de
fases, obtencao dos dados analiticos, boa fregiiéncia analitica e determinacao seletiva de

Sb (V).
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2-0OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de um método
analitico para a determinagao de antimonio pentavalente, visando aplicacdo no controle de
qualidade de medicamentos antileishmanidticos a base de Sb (V).

Como objetivos especificos tem-se:

» Avaliagéo da reagdo de formacgao de par idnico entre o hexacloroantimoniato e

rodamina B.

» Adaptagao do sistema de extragéo liguido-liquido em batelada para o sistema de
extragao liguido-liquido em fluxo.

¢ Construgdo de um sistema automatizado para extragéo liquido-liquido em sistema
de analise em fiuxo, utilizando uma camara de extracio.

* Desenvolvimento e validacdo do método analitico para a determinagao de Sb (V)

baseado na formagao do par ibnico empregando o método de extragao liquido-
liguido em sistema automatizado de anéalise em fluxo.

Dissertacao de Mestrado — Luciano Trivelin



Extracéo Liquido-Liquido em Sistema de Analise em Fluxo: ELL-AF 7

3. Revisao Bibliografica

A revisdo bibliogréfica apresentada neste

capitulo estd dividida em 10 partes: uma
revisdo sobre [leishmaniose, uma breve
descricdo sobre os vetores de transmissédo da
doencga e das areas endémicas, diagnéstico da
doenca, principais farmacos empregados no
fratamento da leishmaniose, bem como
propostas de estruturas para o antimoniato de
metilglucamina, aspectos toxicolégicos do
antimbénio, métodos analiticos para a
determinacdo de antiménio, uma descri¢do
dos métodos espectrofotométricos e alguns
exemplos de extragdo liquido-liquido utilizando

analise por injecdo em fluxo.
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3 -REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecciosa zoonética, que afeta o homem e animais
que esta amplamente distribuida em todo mundo, ocorrendo na Asia, Europa, Africa e
Ameéricas. Existem relatos sobre a doenga, no Continente Americano, desde a época
colonial. Em 1571 fot relatado que os povos situados nos vales quentes do Peru eram
dizimados por uma doenga que desfigurava o nariz, a qual, atualmente, € conhecida como
leishmaniose’. A importancia era tamanha, que chegou a impressionar artistas da época
que registravam em pegas de ceramica as deformagdes provocadas pela doenga®.

A descoberta dos agentes etioldgicos das leishmanioses, enfretanto, sd ocorreu o
final do século XIX, quando Cunningham2 em 1885, na India, descreveu formas
amastigotas (n&o flageladas) em casos de calazar. Em 1898, o pesquisador russo
Borovisky? demonstrou ser um protozoario o agente etioldégico do botdo do oriente. Em
1903, Leishman e Donovan’ realizaram as primeiras descricdes do protozodrio
responsavel pelo calazar indiano, denominado mais tarde de Leishmania donovani.
Igualmente em 1903, Wright descreveu o parasita do Botido do Oriente, conhecido
atualmente como Leishmania tropicaa. A partir de 1904, diferentes relatos demonstram que
o calazar n&o era exclusivamente da india, visto que casos também foram registrados na
China.

Como o calazar na regido do mediterrdneo atingia principalmente criangas, as
evidéncias de diferengas entre o organismo causador do calazar de uma regido para outra
justificaram o estabelecimento de uma espécie Leishmania infantum por Nicole em 1908.
Um organismo semelhante foi descrito por Wright em 1903 em uma crianga com Botao do
Oriente na Siria, sendo proposto o nome de Helcosoma tropicum para este parasita. Mais
tarde ele foi colocado no género Leishmania: Leishmania tropica, Wright, 190323,

No continente americano, varias doengas que criavam lesdes, freqlientes em
determinadas regides, eram chamadas de ulcera de Bauru, ferida brava, uta, Uicera
dechiclero. A correlacéo destas lesdes com um protozoario do género Leishmania foi
estabelecido por Gaspar Vianna, em 1908, no instituto Oswaldo Cruz, recebendo o nome
de Leishmania braziliensis.

Em 1993 a Organizagdo Mundial da Saude considerou a leishmaniose como a
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segunda doencga causada por protozoario de importancia publica®.

3.2 - Vetores

Os vetores da leishmaniose sdo dipteros da familia Psychodida, hematéfagos
pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), com
vasta distribuicido nos climas quentes e temperados. Somente as fémeas sé&o
hematéfagas. Pertencem ao tipo dos dipteros de atividade crepuscular e pés-crepuscular,
abrigando-se durante o dia em lugares umidos, sombrios e bem protegidos dos ventos.
Sao encontrados em tocas de animais silvestres, buracos existentes em madeiras e ocos

de bambu®.

Figura 1: Flebotomineo (Lutzomyia) se alimentando em um homem (WHO, 2002).

O flebétomo, dos géneros Lutzomyia e Psychopopygus, se infectam ao picar o
animal portador da doenca, aspirando macréfagos parasitados ou amastigotas livres no
sangue ou tecidos e podem assim transmitir a doenga ao homem®. Os mamiferos
portadores da leishmaniose s&o geralmente animais silvestres como a preguica, o
tamandua, roedores, raposas e outros, sendo que grande parte das lesdes nestes néo é
aparente. No Brasil, 0 mais importante reservatério animal é o céio e a raposa’. A partir de

estudos patofisiologicos foi verificado que a Leishmania se desenvolve no tubo intestinal
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do hospedeiro invertebrado, na forma promastigota, e essa, uma vez introduzida nos
mamiferos, através da picada, transforma-se na forma amastigota. Enquanto a forma
promastigota é flagelada e extracelular, a forma amastigota & intracelular sem movimento.
A multiplicagdo dos amastigotas, que sao as formas nao flageladas, ocorre no interior de
vacuolos parasitéforos em macrofago de diferentes tecidos, originando a doenga na forma

cutanea, mucocutinea ou visceral’.

No Novo Mundo, sdo reconhecidas oito espécies de Leishmanias responséaveis peia
doenga no homem, pertencentes ao subgénero Vianna (V) e Leishmania (L), onde os
agentes etioldégiocos correspondentes s3o: Leishmania (V) braziliensis, Leishmania (V)
guyanensis, Leishmania (V) panamensis, Leishmania (V) fainsoni, Leishmania (L)
mexicana, Leishmania (L) amazonensis, Leishmania (L) venezuelensis e Leishmania (L)
chagasf’. Basicamente, pode-se diferenciar duas formas de leishmaniose: a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) e a Leishmaniose Visceral Americana (LVA)”.

No Estado de Sdo Paulo, o agente etiolégico responsavel pela ocorréncia da

doenca, principalmente da forma cutanea, é a Leishmania (V) braziliensis'’.

3.3 - Areas endémicas

A leishmaniose & considerada endémica em 88 paises, dos quais 72 s&o paises
considerados em desenvolvimento. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, 90% dos
casos de leishmaniose visceral sdo registrados em Bangladesh, Brasil, Nepal, india e
Sudao; 80% dos casos da leishmaniocse monocutanea ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru e
90% dos casos da leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Arabia
Saudita e Siria*.
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Paises com casos de Leishmaniose Leishmaniose Cutinea: Areas endémicas
que apresentam HIV como co-infecgdo (90% dos casos registrados)

a « Areas Endémicas Sy b

Figura 2: a-) Paises com indice elevado de leishmaniose como co-infeccdo em doentes
portadores de HIV e b-)paises com nimero elevado de casos de leishmaniose
cutanea®.

No Brasil, a leishmaniose visceral encontra-se disseminada em 17 estados das
regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. A ampliagéo da area de distribuicao geografica
da AIDS e sua extensdo para camadas mais pobres da populagédo e, por outro lado, a
crescente urbanizacdo da leishmaniose visceral faz supor que a prevaléncia da co-
infecc@o LVA / HIV venha a aumentar nos préximos anos.

Entre 1985 e 2000 a leishmaniose atingiu no Brasil 422,5 mil pessoas e nos UGltimos
dois anos foram detectados 66,8 mil novos casos da doenca, que permanece sem controle
°. De 1999 a 2001, foram registrados no Estado de S&o Paulo, 87 casos de LVA, sendo

que em sete casos a doenga levou o paciente ao 6bito’"".
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3.4 — Diagnostico da doencga

Depois de levantada a suspeita de leishmaniose através da avaliagdo clinica e
epidemiolégica, o paciente deve ser submetido a exames laboratoriais para que ©

diagnéstico seja confirmado’?.

O diagnéstico ocorre com certeza quando os protozoérios do género Leishmania
s&o visualizados™. isto pode ser feito através do exame direto de esfregagos corados. O
material & geralmente obtido por biépsia ou curetagem dos bordos da lesdo’®; por isso,
deve ser realizado antes do inicio do tratamento, uma vez que as amastigotas tornam-se
raras nas lesées ap6s a instituigio terapéutica’?. As laminas devem ser analisadas por um
microscopista experiente, o que aumenta a sensibilidade do teste'.

Um dos principais problemas quanto a esse diagnéstico inicial € a semelhanca do
quadro clinico da leishmaniose visceral com algumas doencgas linfoproliferativas e com a

esquistossomose mansdnica associada a bacteriose septicémica prolongada’'® .

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado por (i} ensaios sorolégicos, entre os
quais destacam-se o ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA) e o de
imunofluorescéncia indireta (IFI) e (ii) exame parasitoldgico, realizado no material colhido
por puncao na medula dssea, baco ou figado, onde o material é examinado em laminas
coradas, inoculado em cultura ou em hamster ou cultivado em meios apropriados. Ainda,
podem servir no diagnéstico da doenga o hemograma e dosagem de proteinas.
Dependendo da forma clinica, podem ocorrer uma diminuicdo do ndmero total de
hemaceas, leucopenia com linfocitose relativa e plaquetopenia, bem como inversiao da

relagao albumina/globulina'®*.

3.5 — Farmacos empregados no tratamento da leishmaniose

Apesar do uso medicinal de compostos de antiménio ja ser conhecido desde a
Antiguidade (séculos antes da era cristd), para diversos fing terapéuticos, somente em
1912, Gaspar de Oliveira Vianna'® observou que o tartarato de antiménio e potassio era

eficaz na terapéutica da leishmaniose tegumentar americana. Trés anos mais tarde, na
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ltalia, também foi comprovada a eficacia dessa droga no tratamento da leishmaniose
calazar™.

Devido aos efeitos toxicos e severos efeitos colaterais indesejaveis do tartaro
emético, entre esses a intolerancia gastrintestinal e efeitos cardiotéxicos, os antimoniais
trivalentes foram sendo substituidos por compostos estibiados pentavalentes. Bramachari,
em 1920, desenvolveu o primeiro composto a base de antiménio pentavalente, a uréia
estibamina, que é um derivado uréico do acido p-aminofenil estibinico. Em 1936, Schmidt
infroduziu na terapia médica o gluconato de Antimdnio (V) sédico, conhecido
comercialmente como Solustibosan® (Bayer) ou Pentostam® (Glaxo Welicome, Londres,
Inglaterra)®"”.

Durante a Segunda Guerra Mundial, surgiu na Franga, um medicamento alternativo
ao até entdo gluconato de antimdnio (V) sadico, o antimoniato de N-metil glucamina,
comercializado como Glucantime® (Rhone-Poulenc-Rohrer, Paris, Franga). Enquanto o
Pentostam® é distribuido, até hoje, nos paises de lingua inglesa, o Glucantime®,
manufaturado é comercializado nos paises de linguas francesa, espanhoia e portuguesa'”.

Um estudo comparativo com os medicamentos inovador e genérico do gluconato de
sodio e antiménio, realizados no Quénia, revela a viabilidade de comercializaggo do
medicamento a custos menores e, em consegiiéncia, a possibilidade do tratamento de
maior nimero de pacientes infectados pela leishmaniose visceral na Africa’®.

Além dos antimoniais, outras drogas atualmente tém sido empregadas no tratamento
das diversas formas de leishmaniose, entre as quais se destacam a pentamidina,
anfotericina B, paromomicina e miltefosine.

As estruturas moleculares e os nomes quimicos e comerciais dos farmacos utilizados
no tratamento da leishmaniose estéo apresentadas nas Tabelas 1, 2 e 39,
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Tabela 1: Estrutura quimica de antimoniais trivalentes empregados na clinica médica com

0s respectivos nomes quimicos e comerciais.

Nome Quimico Formula estrutural Nome comercial

O
i
Tartarato de (130 —_
antimoénio e J H(IZO — Sb—OH\ Tartaro emético
potassio BCO
|
COOH
Antimdniato de |NaO;S Stibophen, Repodral,
. = l—o s P i | SO;Na _
bis-catecol-3,5- “ —-0> NaO—le Fuadina
dissulfonato
sédico O3;Na O;Na
Tioglicolato de CHy™S
sdi ! Sb — S—CH,COONa
sodio e 0=C -0~ 2
antiménio

Dissertacdo de Mestrado — Luciano Trivelin




Extracdo Liquido-Liquido em Sistema de Analise em Fluxo: ELL-AF

Tabela 2: Estrutura quimica de antimoniais pentavalentes empregados na clinica médica.

Nome Quimico

Formula estrutural proposta

Nome comercial

CH,NHCH;*
|
HCIIOH
Glucantime® ;
Atimoniato de N- HOCH OH)-SbaO"
_ _ | _(OH),Sb, Antimoniato de
metil-glucamina HCOH
| meglumina
HCOH
I
CH,OH
OH
Gluconato de csz (,:HIZOH
antiménio (V) sédico CHOH ~ CHOH
ou Hco._ OH O ocH Pentostam®
I I | é r Na;.9H,O .
Estibogluconato de HCO - Sb—0—-8b—- 0 E'H Solustibosan®
sédio HCO <~ TocH
door door J
OH
|
O = Sb-CH;
Uréia estibamina Estibamine®
NH-CO-NH,
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Tabela 3: Outras drogas empregadas na terapia da leishmaniose.

Nome Quimico

Formula estrutural

Nome comercial

HN NH
Isetionato de AN Vi .
. G CH3(CH;):CH, Lomidina
pentamidina / Snm
HN 2
HiC H
H;C
HO.
. OOH .
Anfoterecina B Fungizone
HsC N
NE: or
A, 0]
CH,
(T
Miltefosine CH3-(CHy),4-CH,-0-P-O-(CH,),-N"(CH,);
o
CH;0H H;N NH;
V]
OH 0 OH o
. . H,N OH .
Paromomicina 0 . CH0H Humatin
OH NH;
0~ ~CH;NH,
0
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3.6 — Antimoniato de N-metilglucamina

No Brasil, o medicamento a base de antiménio, utilizado como primeira escolha na
terapéutica da leishmaniose, € o antimoniato de metilglucamina. G composto é obtido
sinteticamente a partir do acido antiménico e da N-metil-gtucamina, sendo a Gltima obtida
previamente a partir da aminagéo redutora da glicose em presenga de metilamina. O
composto, de formula estrutural ndo definida, é solivel em agua e pouco soluvel em
solventes organicos'®?',

O antimoniato de N-metilglucamina é especiaimente eficaz no tratamento das
leishmanioses cutdnea, mucocutanea e visceral. O medicamento provoca regressao
rapida das manifestagbes clinicas e hematolégicas da doenga, bem como provoca a
esterilizagdo do parasita?>%.

Devido as baixas dosagens e tratamentos descontinuos, comegaram a ocorrer
falhas na terapia e consequente aumento das formas resistentes de parasitas. Conforme
recomendacgéo da Organiza¢do Mundial de Saide, as doses de antimoniais nao devem
ultrapassar o limite recomendado de 20 mg kg™, pois a alta toxicidade ja é o fator limitante
desse grupo de drogas. Mialgias, dores abdominais, alteragoes hepaticas e distirbios
cardiologicos séo efeitos colaterais freqiientes associados ao uso destas drogas®.

Apbés administragdo intravenosa ou intramuscular, o antimoniato de N-
metilgtucamina € rapidamente absorvido e, praticamente, 90% do antiménio & excretado
nas primeiras 48 horas pelos rins®. Em consequéncia, se faz necessario a administracao
de doses elevadas do farmaco, em regime continuo, para garantir um elevado teor de
antiménio nos tecidos e assim obter a eficacia do tratamento. A aita dosagem faz com que
0 antimonio possa ser detectado no cabelo do paciente tratado com antimoniais
pentavalentes apés um ano do término do fratamento?*.

Efeitos colaterais como nefrites, distarbios gastrintestinais, cardiovasculares e
respiratorios tem sido observados. Antimoniais pentavalentes sao geralmente 10 vezes
menos toxicos em células de mamiferos, quando comparados aos antimoniais trivalentes
(tartaro emético), utilizados primeiramente por Gaspar Vianna em 1912'%% Em
determinados casos, além de destruir o parasita, 0 medicamento acaba por levar o
paciente ao 6bito?®,
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Apesar do emprego do antimoniato de metilglucamina no tratamento da
leishmaniose ja ocorrer por mais de 50 anos, a estrutura e a composigdo do composto,
igualmente ao gluconato de antimdnio (V) sodico, ainda permanecem indeterminadas.

Os dados mais recentes sobre a tentativa de caracterizagdo do antimoniato de
meglumina foram reportados por ROBERTS et al., 1998%°. Segundo os autores a razao
molar antiménio: N-metil-D-glucamina é de 1:1,37 (m/m) e varias espécies complexas
entre o antiménio e N-metil-D-glucamina coexistem em solugéo. Qligdmeros foram
observados, sendo a maior massa molar encontrada de 507 uma (unidade de massa
atdmica). DEMICHELI et al., 19997, sintetizaram o antimoniato de meglumina e sugerem
que o antimdnio se liga na metilglucamina através do oxigénio do carbono C3.

No entanto, a eficacia terapéutica destas formas poliméricas ou mesmo do
antiménio pentavalente ainda nao foram esclarecidas. Ha indicios que o Sb (i é
substancialmente mais potente do que o Sb (V) contra as formas promastigotas e
amastigotas de pelo menos trés espécies de Leishmania. Esses resultados reforcam a
hipotese de uma conversao metabdlica intramacrofagica do Sb (V) em Sb (lll), sendo
neste caso o Sb (lil) o elemento toxico as leishmanias no estado intracelular®®. O seu
mecanismo de agdo ainda & pouco compreendido e sugere-se que o antimdnio
pentavalente possa ser uma pré-droga, sendo convertido a antiménio trivalente apos sua
administraggo® e que assim, possam interferir no processo de B-oxidacio de acidos
graxos € glicolise do parasita, levando a uma deplecdo dos niveis de ATP intracelular®®
Além disso, existe na forma amastigota uma metaloprotease zinco dependente, que
poderia ser inativada se o antiménio substituisse o zinco nesta enzima, essencial para o
desenvolvimento do parasita®. Recentemente, foi verificado que apés administragio
intramuscular de antimoniato de N-metilgiucamina em pacientes com leishmaniose, ocorre
conversao in vivo do composto orgénico estibiado para as formas iénicas Sb (IIf) e Sb (V)
2 Ainda, foi observado que ocorre a bio-redugdo do Sb (V) para a sua forma trivalente,
corroborando com outros estudos que evidenciam que a formagéo in vivo do Sb (Ill) seja
responsavel pela toxicidade da droga e pela atividade terapéutica da mesma®®.
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3.7 - Toxicologia do antiménio

Antiménio é considerado um agente clastogénico, mas n&o mutagénico no seu
estado trivalente, sendo que a espécie trivalente é responsavel pela mediacao dos efeitos
toxicolégicos. Ainda nac foi comprovada a carcinogenicidade do antiménio em humanos,
embora o Sb;0; seja classificado, pelo IARC, como possivel carcinégeno humano. Estudos
epidemiol6gicos ocupacionais ndo comprovam para humanos, a ocorréncia de cancer de
puimao causada pelo antimdnio em animais de experimentacdo, particularmente ratos®’. As
poucas informacdes existentes sobre os aspectos toxicolégicos do antiménio sao
provenientes de estudos de compostos organicos a base de antiménio de uso
farmacologico®”.

O antimonio acumula-se em geral, em o6rgaos vascularizados e tecidos,
principalmente rins e figado, além de possuir grande afinidade pelo bago e pelo sangue.
Uma quantidade expressiva de antiménio no sangue pode estar relacionada com a grande
afinidade do Sb (Hf) pelos eritrocitos2.

O metabolismo do antiménio esta relacionado com a mudanga de valéncia que
ocofre no organismo humano apés incorporagao. Aproximadamente de 5-10% do Sb V)
ingerido é reduzido para a forma trivalente. No homem, assim como em roedores, apenas
uma pequena quantidade de Sb (V) é reduzida para a forma Sb (Iif). Entretanto,
quantidades similares de Sb (Ill) sdo oxidadas para o estado pentavalente. A evidéncia de
metilacdo de antimonio em mamiferos é baixa. Assim sendo, parece que o organismo nio
possui mecanismos eficientes de detoxificagao do Sb (l11) 3.

A excrecéo de Sb (lil) e Sb (V) em humanos & preferencialmente via renal. Mais que
80% do Sb (V) administrado intravenosamente como stibogluconato é excretado na urina
apos 6-8 horas®. A cinética de compostos de antiménio pentavalente (estibogluconato e
antimonato de meglumina) apés injegéo intramuscular, pode ser descrito por um modelo de
dois compartimentos e trés termos farmacocinéticos, representando uma fase inicial de
absor¢do com tempo de meia vida de 0,85 h, seguida de uma fase de eliminagao rapida
com um tempo de meia vida de 2,02 h e por ultimo uma fase de eliminagdo com um tempo
médio de meia vida de 76 h3*%,
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3.8 — Métodos analiticos para a determinagio de antiménio em

diferentes matrizes

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a determinagdo de

37-39

antiménio em matrizes como sedimento®, material biologico®™*°, ligas metalicas®,

medicamentos*'4®

, solos e plantas*®*® bebidas*®, entre outros. No entanto, pelo fato do
antimdnio ser um elemento toxico cumulativo e, ter sido detectado em aguas naturais, a
matriz agua tem sido a mais estudada. A especiagio do antimdnio nas diferentes matrizes
€ fundamental, visto que a toxicidade e comportamento biolégico serem dependentes do
estado de oxidacao.

Muitos métodos permitem apenas a determinagéc do elemento em um dos estados
de oxidag&o, sendo o outro determinado indiretamente, por diferenca entre o antiménio
total e o previamente determinado. Neste sentido, as técnicas hifenadas sdo promissoras,
visto que permitem simultaneamente separar e quantificar as espécies, Sb (lll), Sb (V) e
organoantimoniais, diminuindo assim a introdugéo de eros provenientes da determinacgéo
indireta. As técnicas hifenadas representam uma tendéncia atual no desenvolvimento de
metodologias analiticas, entre as quais se destacam a eletroforese capilar com
espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente (CE-ICP-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de fluorescéncia atémica com
geracao de hidretos (HPLC-HG-AFS) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
espectrometria de absorgdo atdmica e geragdo de hidretos (HPLC-HG-AAS)*. Embora
esses metodos sejam indubitavelmente promissores para a especiagdo de antiménio,
ainda s@o pouco viaveis para serem empregados no controle e qualidade de

medicamentos nas indastrias, onde se requer métodos simples, baratos e de elevada

freqiiéncia analitica®®".

Metodos analiticos reportados na literatura para a determinacdo de antiménio em
farmacos recomendam, principalmente, métodos volumétricos e/ou potenciométricos®. Os
métodos volumétricos sdo baseados na redugio do Sb (V) para Sb (lll) com um agente
redutor, geralmente iodeto em meio acido. O iodo formado no processo & evaporado e Sb
(1l1} formado € determinando por iodometria. Essa metodologia ndo é adequada, visto que

permite apenas a determinacdo de antimdnio total. Ainda, esta sujeita a erros decorrentes
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de uma evaporagéo incompleta do iodo formado anteriormente a determinagac do Sb (Il
que pode interferir na titulagso.

A Farmacopéia Brasileira™ nao apresenta monografia para o doseamento de
antimonio no antimoniato de metilglucamina. A dosagem de antiménio pentavalente no
stibogluconato de sédio, segundo a monografia contida na Farmacopéia Britanica (32
edicao)*® é realizada mediante titulacdo potenciométrica do antimdnio com sulfato ferroso
amoniacal. No entanto, essa metodologia, além de ser lenta, carece de precisao.

BLOOMFIELD et al., 1992% descreveram um método de analise por injecac em
fiuxo (FIA, do inglés flow injection analysis) para a determinacdo de antimdnio
pentavalente no Pentostam. No entanto, nenhum dos métodos acima citados faz
referéncia a determinacéo seletiva de Sb (lll) e Sb (V) nos farmacos estudados™. A
determinacdo de Sb (V) por FIA no antimoniato de metilglucamina foi relatada por
KEPPLER et al., 2001%°. Cabe destacar que a analise por FIA apresenta diversas
vantagens frente a outros métodos analiticos, principalmente no que concerne a utilizagéo
de uma instrumentagio simples, economia no consumo de reagentes e velocidade de
processamento, sendo, portanto, especialmente atrativa para o controle de qualidade de
medicamentos.

A importancia da especiagdo do antimdnio no farmaco & importante, visto que o
efeito terapéutico versus toxicidade esta intimamente relacionado com o estado de
oxidacio do elemento. Nesse sentido, & importante que as monografias apresentadas nas
farmacopéias sejam revistas. A contaminagdo do antimoniato de metilglucamina por Sb
(1) foi relatada por FRANCO ef al., 1995 e RATH et al, 1997428. empregando diversos
métodos como a polarografia de pulso diferencial, espectrometria de absor¢cao atdmica,
espectrometria de emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado e a
espectrofotometria*>%.

A Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria do Ministério da Salde colocou,
recentemente, em estudo e consulta publica uma monografia para o antimoniato de N-
metil-glucamina a ser introduzida no 4° Fasciculo da Farmacopéia Brasileira. Nesta
monografia, sugere-se o doseamento do antimdnio trivalente e pentavalente por
espectrometria de absorgio atomica com geracdo de hidretos em batelada, com
atomizacéo em cela de quartzo, sendo que o Sb (V) é previamente reduzido por uma
solugéo redutora de tetraidoborato de sodio em meio alcalino® .
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3.9 - Espectrofotometria

Na determinagcdo de Sb (V) pelo método espectrofotométrico, reagentes
cromogénicos como xantinas, no qual inclui-se a rodamina B®%* e trifenilmetanos como
verde brilhante®, verde malaquita e cristal violeta®®%® tém sido largamente empregados.
Os métodos baseiam-se na formagao de um par idnico entre o corante catiénico e o anion
hexacloroantimoniato (SbClg’), onde o par iénico formado é extraido para uma fase apolar
como benzeno, tolueno, éter isopropilico; com posterior determinagio do cromoforo por
espectrofotometria na regido do visivel.

Para a determinagdo direta de Sb (lll) em solugdo aquosa, reagentes especificos
como iodeto®; molibdato®, vermetho de bromopirogalol®® e verde de malaquita® tém sido
empregados. O uso de iodeto, molibdato e vermelho de bromopirogalol na determinagio
de Sb (Ill) foi revisada por RATH et al., 1997%. O procedimento que emprega o iodeto
apresenta a desvantagem de determinar simultaneamente o Sb (V), visto que nas
condicbes experimentais recomendadas o antimdnio pentavalente é reduzido ao estado
trivalente. J& o método que envolve o emprego de molibdato apresenta a desvantagem de
formar um complexo heteropoliacido-Sb (lll} instavel em solugdo aquosa. O método que
emprega o vermelho de bromopirogalol apresenta a vantagem de ser rapido e simples,
com aplicacao também a determinagdo, apds redugdo prévia, de Sb (V). O método foi

aplicado na determinacio de Sb (lll} e Sb (V) no antimoniato de N-metilglucamina®.
3.10 - Sistemas de extragao liquido-liquido utilizando analise em fluxo

Os sistemas de analise em fluxo tém sido utilizados na substituicdo de processos
manuais de separacéo, reduzindo custos, tempo de andlise e manipulagdo de amostras,
menor risco de contaminagéo e perdas, aiém do uso de menores quantidades de solventes
organicos no laboratério, sendo este Ultimo de extrema importancia devido & rigidez atual
das leis de protegdo ambiental™.

A tendéncia atual na Quimica Analitica envolve a utilizagio de sistemas

mecanizados e/ou automatizados visando & melhoria da repetibilidade, confiabilidade,

Dissertacao de Mestrado — Luciano Trivelin



Extrac@o Liquido-Liquido em Sistema de Anélise em Fluxo: ELL-AF 24

minimizagdo na geracdo de residuos, da grande demanda nas determinacdes analiticas,
bem como a utilizagdo de métodos classicos na elaboracdo de novos métodos de analise
quimica. Dentro deste universo, a mecanizagdo torna-se uma ferramenta indispensavel
atraves do uso de dispositivos mecanicos ou instrumentais, visando minimizar, refinar,
estender ou suplementar a interveng&o humana em um processo de andlise quimica, para
permitir uma garantia do resultado analitico. Ja a automacéo consiste da mecanizagio do
sistema adicionada de uma operagao principal controlada sem a intervencao humana por
um mecanismo de realimentagzo™.

Para o desenvolvimento de sistemas mecanizados ou mesmo automatizados, o
conhecimento de areas como a eletronica digital, a mecanica de micro-estruturas, a
programacdo de computadores, além do conhecimento analitico é extremamente
importante. A caracteristica multidisciplinar dos sistemas automatizados torna o trabatho
do Quimico Analitico um grande desafio, pois, desde a concepgio da idéia até a
elaboragédo do sistema, s@o necessarios conhecimentos em areas nao tao triviais no dia a
dia do quimico.

A técnica de extragéo liquido-liquido é caracterizada pela particio da espécie de
interesse entre dois solventes imisciveis, em um sistema heterogéneo, através do contato
intensivo entre estas duas fases e a formagéo de espécies neutras como, por exemplo,
compostos de associagdo idnica. O objetivo € melhorar a seletividade de uma técnica de
detecgdo separando o elemento de interesse dos constituintes majoritarios, bem como
aumentar a sensibilidade através das concentragdes ou isolamento do analito em uma
determinada fase. A extragdo pode ser feita em batelada (operagao descontinua), numa
operagao continua ou através de métodos automatizados™.

A extragdo em batelada é empregada quando se pode alcancar com grande
facilidade uma grande razido de distribuigdo, para a separagao desejada. Um pequeno
numero de extragdes remove facil e completamente o componente desejado e podem ser
feitas num simples funil de separagdo. Quando a razao de distribuicao for baixa, usa-se o
metodo de extragdo continua em batelada. Este procedimento emprega uma corrente
continua de soivente imiscivel, que flui através da solucdo; se o solvente for volatil pode-se
recupera-lo por destilagio e condensagao’".

Diante de tantas possibilidades, a extracdo tiquido-liquidc em fluxo

monossegmentado, utilizando um sistema mecanizado aparece como uma alternativa aos
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métodos classicos em batelada, nos quais o uso de grande quantidade de reagentes,
longos tempos de andlise, agitagdo fisica do sistema pelo analista, a separagio e
equilibrio de fases, a aquisigao do sinal analitico, torna o trabalho dispendioso, cansativo,
e muitas vezes ndo reprodutivel devido a grande quantidade de operagbes unitarias
necessarias as quais podem levar a erros analiticos no resultado final.

Os sistemas automatizados de extracao por anaiise em fluxo envolvem trés etapas:
a) segmentacdo de uma amostra aquosa com um solvente organico imiscivel em um
segmentador de fase, com o objetivo de gerar segmentos alternados e regulares
imisciveis, b) transporte das espécies de analito insolUveis em agua para a fase organica
em uma bobina de extragdo e c) separagdo da fase organica da fase aquosa em um
separador de fases, localizado apés a bobina de extragio que re-agrupa os segmentos de
cada fase para posterior detecgao. Dentro destas trés etapas, a primeira (segmentagao) e
a ditima fase (separagdo) sdo criticas e podem apresentar problemas como
reprodutibilidade, sensibilidade e confiabilidade. Varios segmentadores e separadores de
fase tém sido desenvolvidos para melhorar a eficiéncia analitica dos métodos de FI-SE
propostos (KUBAN; 1991)7%

O primeiro sistema de andlise em fluxo foi introduzido por Skegg’'s em 1857
denominado “Anélise em Fluxo Continuo” (CFA)”. No sistema proposto a amostra era
aspirada continuamente com segmentacgéo por ar. A permanéncia da amostra no sistema
ocorria até que o equilibrio fosse atingido. Este sistema impedia a dispersdo da amostra e
a intercontaminagéo quase nao ocorre. Este sistema foi utilizado nos “Auto Analysers” da
Technicon™.

Ruzicka e Hansen, 1975™; introduziram um novo conceito de analise em fluxo
denominado “Andlise por Injegao em Fluxo” (FIA). A principal caracteristica deste método
€ a injegao da amostra em um liquido carregador sem segmentagdo. Foi comprovado que
a segmentacao nao é o fator necessario para impedir a intercontaminagdo das amostras.

KALBERG et al, 1978 e, independentemente BERGAMIN et al, 19787
desenvolveram um sistema de Extracio Liquido-Liquido em Fluxo (ELL-AF) no qual a
amostra € inserida em um liquido carregador juntamente com os reagentes necessarios e,
em seguida, a amostra e a fase organica confluem de maneira a se obter segmentos
alternados. A amostra segmentada passa por uma bobina de extracsio, onde o analito &
extraido para a fase desejada. Antes do detector, ocorre a separacdo das fases através de
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um sistema adequado a essa finalidade, como por exemplo, os que se utilizam a gravidade
aproveitando a diferenca de densidade entre as fases imisciveis™ 7",

FACCHIN et al., 19947®™ desenvolveram um sistema de extragio em fase Unica
monossegmentado. No sistema proposto, uma fase (nica é obtida pela confluéncia de
metil isobutil cetona com acido tenoil tetracético (ligante extrator), alcool e a amostra
aquosa para extracéo de ions metalicos. O sistema de fase Unica é desfeito através de
uma soiugao salina de NaNO; antes da detecgéo, formado duas fases imisciveis sendo
que o analito permanece na fase organica e é detectado em um espectrofotémetro.

ALONSO et al., 2001%° avaliaram trés diferentes formas de SE-F[ na determinacgio de
aluminio em agua: um primeiro modelo utilizando um sistema convencional de separagao
e segmentacdo de fases, um segundo modelo inciuindo um segmentador sem um
separador de fases e finalmente um terceiro modelo utilizando um segmento simples de
solvente organico obtido pela injegio deste para um fluxo aquoso sem separagdo de
fases. Comparando-se os trés modelos, o segundo apresentou maior sensibilidade que o
primeiro, devido & auséncia do separador de fases onde ocorre uma dispersao adicional
do analito. O terceiro modelo é muito mais sensivel que os demais, devido a elevada taxa
de pré-concentragdo alcangada quando o aluminio € extraido para um dnico e pequeno
segmento organico.

Outras linhas de trabalho t8m sido reatizadas utilizando a propriedade de formacao
de um filme orgénico caracteristico em superficies de tubos de PTFE nas técnicas de SE-
FIA. O mecanismo consiste na formagsio de um filme estacionario sobre PTFE na qual o
analito pode ser extraido e re-extraido utilizando diferentes velocidades de fluxo de
segmentos aquosos e organicos sem a utilizagio de separadores de fase e com um fator
de pré-concentracao de até 50 vezes®' 92,

DINIZ et al., 2002%; determinaram fosfato utilizando a reagac de formacio de
complexacdo de cobre com PAN(1-(2-piridilazo)-naftol) e posterior extracdo do complexo
formado com verde de malaquita para a fase organica usando metit isobutil cetona (MIC)
como solvente e extracGes miltipias.
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4. Experimental

Neste capitulo sera feita uma descrigdo dos
reagentes, procedimentos de preparacéo de
solugbes reagentes e de referéncia, preparo
das  amostras de antimoniato de
metilglucamina, equipamentos, descricdo do
método de extragdo liquido-liquido de anélise
em fluxo, caracteristicas do circuito eletrénico
de controle, descricdo do programa de
controle e aquisicdo de dados e, finalmente,
uma breve descricdo da validagdo do método
de extragdo liquido-liquido por analise em
fluxo proposto, avaliagdo do efeito matriz e
eficiéncia de extragdo do procedimento em
fluxo comparado com o procedimento em
batelada.
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4 - Experimental

4.1 — Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau P.A. A agua utilizada no preparo das

solugbes foi obtida a partir de agua deionizada e purificada em um sistema Milli-Q,
Millipore, Brasil.

4.1.1 - Solugdo de HCI 6 mol L™

Solugdo de HCI 6 mol L' preparada a partir da diluicdo apropriada de &acido
concentrado em agua deionizada.

4.1.2 - Solugéo estoque de Sb (V) em agua

Solugdo estoque de Sb (V) de concentragdo 1,0x102% mol L™ preparada pela
dissolucéo de 0,6275 g de KSb(OH)s (Sigma) em 125 mL de agua quente e sob agitagao
magnética até completa dissolugéo. Apds resfriamento da solugéo, o volume foi levado
para 250 mL com agua deionizada.

4.1.3 - Solugdo estoque de Rodamina B em HCI 6 mol L™

Solugéo de rodamina B (J.T.Baker) de concentragao 1,0x10°® mol L™ preparada pela

dissolugdo de 0,1197 g do cloreto de rodamina B em 250 mL de solugdo de acido
cloridrico 6 mol L™
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4.1.4 - Solugdes padroes de Sb (i)

Solugcdes padroes de Sb (lil) foram preparadas a partir de diluigées com agua de
uma solugao certificada de 1000 pg mL™ (Aldrich), para obtengao de solugdes padrdes de
Sb (V) de concentragao 2,73x10* mol L™ contendo 1 e 10% (n/n) de antiménio (ll1),
equivalentes as concentragoes de 2,73x10° mol L™ e 2,73x10°° mol L™ respectivamente.

4.1.5 - Solugdes padroes de Pb (li)

Solugbes padrées de Pb (ll) foram preparadas a partir de diluicdes apropriadas de
uma solugio certificada de 1000 pg mL™ (Aldrich), para obtencao de solucbes padrées de
Sb (V) de concentraggo 2,73x10* mol L contendo 1 e 10% (n/n) de chumbo (i),
equivalentes as concentragdes de 2,73x10° mol L™ e 2,73x10°° mo! L™ respectivamente.

4.1.6 - Solugdes padroes de As (lll) e As (V)

Solugbes padrées de As (lll) e As (V) foram preparadas a partir de diluigdes
apropriadas de uma solugdo certificada de 1000 ug mi™" (Aldrich), para obtencao de
solu¢des padrdes de Sb (V) de concentracdo 2,73x10™ mol L™ contendo 1 e 10% (n/n) de
arsénio (lll) e arsénio (V), equivalentes as concentragdes de 2,73x10° mol L™ e 2,73x10°®
mol L' respectivamente.

4.1.7 - Solucao estoque de Sb (lll)

A solugéo estoque de Sb (1If) 2,5x107 mol L™ foi preparada pela dissolugio de 3,644
g de Sby03 (99%) em HCI 6 mol L™ em um baldo volumétrico de 100 mL.

A solugao foi padronizada com solugao de iodo tomando-se uma aliquota de 10,0
mL desta solugéo e transferido-a para um erlenmeyer. Esta solugéo foi neutralizada com
solugao de NaOH 6 mol L', adicionado 1 mL de HCI 0,1 mol L, e neutralizada novamente
com bicarbonato de sédio até cessar o desprendimento de COs. Adicionaram-se, entao, 3
mL solugéo de amido 1% (m/v) e a solugao foi titulada com a solugéo de iodo previamente
padronizada.
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4.1.8 - Solugéo de lodo

Uma solugéo de iodo de concentragdo 5,0x102 mol L™ foi preparada a partir da
dissolugio de 36 g de iodeto de potassic (Merck) em aproximadamente 100 mL de agua
destilada. A esta solugéo foram adicionados 12,69 g de I, o volume foi transferido para um
balao volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua.

A soluggo foi padronizada através da titulagdo com As,Os (Aldrich). Para tanto, foi
pesado 0,10 g de As,O; previamente seco em estufa a 110 °C por 2 horas. A massa foi
transferida para um erienmeyer, dissolvida em 10 mL de NaOH 1 mol L e levemente
acidificada, com HCI 0,1 mol L. Em seguida foi adicionada a solugdo, NaHCO; até cessar
o desprendimento de CO. e o aparecimento de uma cor castanho claro. Neste ponto,
foram adicionados 3 mL de uma solugdo de amido 1% (m/v) e 2 mesma foi titulada com

iodo ateé ficar incolor e sua concentragao real determinada.

4.2 - Equipamentos

) Sistema de Extragao Liquido-Liquido em Analise em Fluxo ELL-AF (Fig. 3, pag. 30).

. Microcomputador Pentium com programa escrito em linguagem Visual Basic 3.0.

. Balanga Analitica Micronal, Brasil.

. pH-metro Radelkis pH/lon Analyzer OP-271, Hungria.

. Bomba Peristaltica Ismatec IPC - High Precision Multichannel Dispenser.

. Agitador Magnético Fisatom, Brasit.

. Sistema de Agua Milli-Q Academic, Millipore, Brasil.

. Banho de ultra-som, USC 700, Unique, Brasil.

. Espectrofotdmetro UV-Vis 1601 PC Shimadzu, Japao.

. Potenciostato-gaivanostato AUTOLAB® PGSTAT 30 (ECO CHEMIE - Holanda) com
Stand para eletrodos 663 VA Metrohm, Suica.

. Espectrémetro de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado, Optima
3000 DV, Perkin Elmer
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4.3 — Materiais e Métodos

4.3.1 Sistema de extragio liquido-liquido de analise em fluxo

A instrumentacao empregada e o sistema desenvolvido para o método de ELL-AF
podem ser observados na Figura 3. O arranjo consiste basicamente de um
microcomputador que controla todo o sistema através de uma interface comercial paralela
711 S (ADVANTECH). Um circuito eletrénico montado no proprio faboratério permite o
controle das valvulas e chaves opticas. O sistema também é constituido por um injetor
proporcional, uma bomba peristaltica, uma unidade de detecgdo fotométrica constituida
por um fotodiodo e um diodo emissor de luz verde (LED) em comprimento de onda de 560
nm, um agitador magnético, uma camara de mistura e um reservatério de solvente
organico. A camara foi confeccionada em vidro com capacidade para 5 mL, acoplada a um
tubo de vidro de 4 mm de diametro externo e 2 mm de diametro interno. A entrada e saida
lateral da camara consistem de tubos capilares com 0,8 mm de diametro interno. Na saida
superior da camara, apos o sensor éptico estd localizado o sistema de deteccao
constituido por um LED e um fotodiodo. O tubo possui 2 mm de didmetro interno, o qual
define o caminho optico.
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Figura 3: Esquema do sistema de ELL-AF: a: microcomputador contendo a interface
paralela; b: circuito eletrdnico para o condicionamento dos sinais analégicos e
digitais, c: agitador magnético; d: camara de extragao; e: injetor proporcional; f:
bomba peristaltica; g: reservatério de fase orgéanica, h: sistema de deteccdo
composto por fotodiodo e LED verde (560 nm); V1, V2, V3 e V4: valvulas
solendide de trés vias; SO1, SO2, SO3: sensores oOpticos; L1 e L2: algas de
amostragem contendo solugao de rodamina B e solugédo de antiménio ambas em
HCI 6 mol L™, respectivamente.
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Iniciatmente a bomba peristaitica aspira as solugdes acidas contendo o analito e o
corante em meio acido para as algas de amostragem L1 e L2, respectivamente. As
valvulas V1 e V2, ar e agua respectivamente, estdo desligadas. Ao comutar o injetor
proporcional para a posicdo de injecao, o reagente e o analito se movem através dos tubos
de Teflon ateé entrar no tubo de vidro de 2 mm de didmetro interno. Quando o segmento
alcanga o sensor Optico SO2, a valvula V3 abre e automaticamente, um volume
determinado da fase orgénica € adicionado e o agitador é acionado, promovendo a mistura
das solugbes do analito e do corante em meio acido juntamente com o solvente orgénico
dentro da camara de extracao.

A etapa de extrag&o ocorre por um periodo de 100 s. Ap6s o tempo de extragao,
decorre-se um tempo de 80 segundos para separagéo de fases. A valvula V2 é ligada
permitindo 0 bombeamento de agua destilada pelo sistema até atingir a camara de
extragado deslocando a fase orgénica, menos densa, em diregéo ao sensor dptico SO3. Ao
alcangar este sensor, tem inicio a etapa de aquisi¢do dos sinais analfticos durante a
passagem da fase organica pelo detector.

Ao termino da aquisi¢do do sinal analitico, as valvulas V1 e V2 sao desligadas e a
valvula V4 é acionada permitindo que a solugio residual, contida dentro da camara de
agitagdo, seja aspirada para o descarte. Posteriormente, € bombeado 4gua para promover
a limpeza da camara de extragdo e da tubulagdo. A agitacdo é mantida durante todo o
periodo de limpeza. Apds a etapa de limpeza o sistema esta pronto para iniciar uma nova
determinagao.

4.3.2- Determinacdo do teor de antiménio (V) no antimoniato de

metilglucamina por ELL-AF

As amostras de antimoniato de metilglucamina foram previamente diluidas 1:100
(viv) em HCI 6 mol L' e deixadas em banho de ultra-som (55 kHz) por 15 minutos. Antes
de iniciar a analise, essa solugéo foi novamente diluida na proporcaoc de 6:100 (v/v) com
HCI 6 mol L. Essa solugado ¢ introduzida no sistema ELL-AF (Figura 3) pela alca de
amostragem L2. A rodamina B em meio &cido é introduzida pela alga de amostragem L1 e
0s respectivos volumes contidos nas algas L1 e L2, sdo simultaneamente injetados no

sistema ELL-AF empregando ar como carreador.
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O solvente orgéanico (tolueno) é introduzido no sistema através de uma bomba
peristaltica a partir de um reservatdrio com capacidade volumétrica de 100 mi_. O analito, a
rodamina B e o solvente orgdnico sdo misturados na camara de extragao, sob agitagio
vigorosa, durante um tempo de 100 s. Apés a fase de extragdo, a agita¢io & interrompida
por um periodo de tempo de 80 s para promover a separagio de fases e o fluxo de ar é
interrompido. O fluxo de agua é reiniciado promovendo o deslocamento da fase organica
em diregdo ao detector. Apdés a aquisi¢do do sinal analitico é promovida a limpeza do
sistema.

A Figura 4 mostra os detalhes da camara de extragdo. A camara foi confeccionada
em vidro com capacidade para 5 mL acoplada a uma tubulacdo de vidro de 4 mm de
diametro externo e 2 mm de didmetro intemo. As entrada e saida laterais da camara
consistem de tubos capilares com 0,8 mm de didmetro. Na saida superior da cAmara, apds
0 sensor Optico esta localizado o sistema de detecgao constituido por um LED verde com
pico de emissdo em 560 nm e um fotodiodo. O tubo de vidro da saida superior da camara
possui didmetro interno de 2 mm, determinando o caminho 6ptico.

Detector ]
. Barra
LED | .o
(560 n) “AE Fotodiodo Magnética
| o
Tubo d
il
Capila SO2
|
— —_— b}
]

Figura 4: Desenho esquematico mostrando a camara de agitacio do sistema ELL-AF;
detalhes dos tubos capilares, barra magnética, sistema de deteccéo e sensores
opticos.

Todo o sistema de fluxo foi montado utilizando tubos de Teflon®, com diametro
interno de 0,8 mm. Uma bomba peristaltica foi utilizada para a propulsao dos reagentes.

Um agitador magnético foi utilizado para promover a mistura da fase organica e aquosa.
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4.3.3 - Circuito eletronico de controle

A Figura 5 mostra uma foto do circuito eletrénico construido no laboratério, para o
controle do sistema de extragao liquido-liquido em fluxo.

Figura 5: Circuito eletrénico dimensionado para o controle das 4 valvulas solendides de
trés vias, 4 chaves Opticas, condicionamento do sinal do fotodiodo (amplificagcao
e ajuste do off-set) e um relé de estado sdélido para controle do agitador
magnético.

O circuito eletrénico de controle pode ser dividido basicamente em 5 partes:
» Fonte de alimentacgao.
¢ Circuito para acionamento de valvulas.
e Circuito para monitoramento de optos.
e Circuito para condicionamento do sinal do fotémetro.

¢ Relé de estado sdlido para acionamento do agitador magnético.
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4.3.4 - Sistema de detecgdo espectrofotométrico e chave optica

O sistema de detec¢ado utilizado (Figura 6) e constituido pela passagem do tubo de
vidro dentro de um suporte de teflon grafitado. O tubo de saida superior da camara passa
pelo suporte de teflon e perpendicularmente, estdo posicionados o diodo emissor de luz e
o fotodiodo®. Desta forma, a luminosidade externa nao interfere no sinal analitico na
analise e, conseqlentemente, nos resultados obtidos. Utilizou-se um diodo emissor de luz

com pico maximo de emissao de 560 nm e largura de banda de meia altura de 30 nm.

1~ A =

Figura 6: Detalhe da cela de deteccdo utilizada no sistema de ELL-AF para leitura do
sinal analitico; a: LED verde (560 nm); b: fotodiodo; ¢: fase orgénica; d: fase

aquosa; e: ar e f: bloco de Teflon® grafitado.

Uma chave 6ptica & um dispositivo formado por um diodo emissor de luz (LED), que
emite luz na regido do infravermelho proximo (960 nm), acoplado a um fototransistor.

As chaves opticas foram utilizadas no sistema para monitoramento da passagem da
interface ar/soluc&o. Um circuito eletrdnico foi construido para condicionar o sinal gerado

pela chave dptica antes de ser enviado para o computador.

Dissertagdo de Mestrado — Luciano Trivelin



Extracao Liguido-Liquido em Sistema de Analise em Fluxo: ELL-AF 38

A saida deste circuito é ligada a uma entrada TTL da interface. Quando ocorrem
mudangas no sinal devido a passagem de uma bolha de ar ou fluido carregador, ocorre
uma transicao de sinal de nivel baixo (0V) para alto (5V) ou vice-versa dependendo da
interface monitorada (agua/ar ou ar/agua). Desta forma, o programa de computador pode
entdo controlar algum evento referente a essa informagao, como ativar uma outra valvula,
promover a injecao da fase orgénica ou solugao salina e ligar e desligar o agitador.

Um circuito eletrdnico analégico foi associado ao fotodiodo (fotémetro) com o
objetivo de amplificar o sinal e ajustar o “off-set” para posteriormente envia-lo para a
entrada do conversor analogico/digital (A/D) de 12 bits pertencente a interface paralela.
Desta forma, é possivel fazer as leituras da variacdo do sinal do foto diodo pelo

micracomputador, para posterior tratamento de dados.

4.3.5 - Programa de controle

Um programa computacional escrito em Visual Basic 3.0 foi utilizado para o controle
do sistema proposto. Além disso, o programa apresenta também uma série de sub-rotinas
que permitem controlar independentemente cada dispositivo do sistema como, por
exemplo, acionar as valvulas, fazer a aquisigio de dados do detector, acionar o agitador
magnetico, visando preparar o sistema para iniciar a rotina de analise. A tela principal do
programa pode ser visualizada na Figura 8 e o fluxograma do programa de controle &

mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Tela principal do programa para controle e aquisicdo de dados do sistema
ELL-AF.
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Figura 8: Fluxograma do programa de controle e aquisicao de dados do sistema ELL-AF.
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4.3.6 - Sistema de injecao de solvente com vazido constante

Para alimentacdo da fase orgdnica necessaria para a exfracdo do analito em
sistema de ELL-AF, foi construido um sistema baseado na diferenca de densidade entre
as fases aquosa e orgéanica. Este sistema consiste em injetar no fundo do reservatério
agua através da bomba peristaltica proporcionando o deslocamento da fase organica.

O reservatédrio foi construido com vidro de borossilicato com didmetro de 50 mm e
altura de 175 mm. No topo do reservatério existe uma entrada para o fluxo de agua e uma
saida para o fluxo do solvente em diregdo ao sistema. A saida do reservatorio foi
conectada a uma valvula solendide trés vias (V3) através de um tubo de silicone resistente
a solventes organicos e tubo de Teflon® com diametro de 0,8 mm. Uma representacao

esquematica do reservatério de solvente pode ser observada na Figura 9.

a

I ] &
b Proveniente da
< — bomba peristaltica
Para valvula L
solenédide V3 ( ]
4 ™
b
N w
|~ N

Figura 9: Sistema de injecdo de soivente: a: agua e b: tolueno.
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4.3.7 - Determinacdo do teor de Sb (ill) em ampolas de antimoniato de

metilglucamina por polarografia de pulso diferencial

A determinacdo Polarografica de Sb (lll) no medicamento do antimoniato de
metilglucamina foi realizada através do método da adigdo de padrao, seguindo a método
proposto por FRANCO ef al., 1995. Para tanto, foi adicionado a cela voltameétrica 20,0 mL
do eletrdlito suporte HCI 2 mol L. Apés remocao do oxigénio, mediante passagem de N
por 10 min, foi registrada a curva de corrente vs. potencial de —0,05 a —0,17 V (Ag/AgCl,
KCI 3 mol L™ como eletrodo de referéncia). Ao contetido da cela foi adicionado 1,00 mL da
amostra previamente diluida e aliquotas sucessivas de 50 pL da solucdo padrao de Sb
(111). Entre cada medida o oxigénio foi removido borbulhando. N2 por um periodo de 60 s e
os polarogramas correspondentes foram registrados. Voltamogramas caracteristicos estdo
apresentados na Figura 11.

ilWA 7
; - -
e :
0,6 -

0,2 ’/,ar

-0,15 -0,10 -0,05
E/V vs Ag/AgCl, KCl sat
Figura 10: Voltamograma caracteristico. Eletrdlito suporte: HCI 2 mol L™, (1) amostra de
Sb (llf). Adi¢ao de padréo Sb (lll): (2) 1,61x10™° mol L™, (3) 3,16 x10° mol L',
(4) 4,65x10"° mol L™ e (5) 6,08 x10° mol L.
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4.3.8 - Determinacdo de antiménio total por espectrometria de emissio

6ptica com plasma acoplado indutivamente

A determinagao de antimonio total foi realizada mediante construgéio de uma curva
analitica obtida empregando solugbes padrao de antiménio trivalente de 40, 80, 100, 120 e
160 mg L. As amostras foram diluidas em HC} 0,2 % (v/v} de forma que o teor de Sb(ill)
se situassem aproximadamente no meio da curva analitica. Para a construgdo da curva
analitica foram empregadas as linhas de 206,83, 217,58 e 231,14 nm.

4.3.9 - Avaliacio do efeito da matriz na determinagio de Sb (V) no
sistema de ELL-AF

O procedimento realizado para a avaliar o efeito da matriz e a liberagdo do Sb V)
do antimoniato de metilglucamina foi baseado no teste de recuperagéo. Para tanto, foram
preparadas duas amostras (A e B) de antimoniato de metilglucamina fortificadas com uma
solugao padréo de Sb (V). A amostra de antimoniato de metilgiucamina sem fortificacéo foi
ditluida com HC! 6 mol L 1:100 viv para uma concenfrag:éo de 4,05x10* mol L. As
amostras fortificadas foram preparadas para conter as seguintes concentragdes:

Amostra A: 1,22x10™ mol L™ de antimoniato de metilglucamina + 2,84x10* mol L™ de Sb
M;
Amostra B: 1,62x10™* mol L™* de antimoniato de metilglucamina + 2,43x10* mol L' de Sb
V).

Os testes de recuperagdo foram realizados sem e com energia de ultra-som (65
KHz, 15 min) anterior a determinag&o do antiménio no sistema ELL-AF. As determinagdes
no sistema ELL-AF foram realizadas conforme descrito em 4.3.2.
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4.3.10 - Eficiéncia de extracdo do procedimento em fluxo comparado

com o procedimento em batelada na determinacéo de Sb (V)

A extragcao em batelada foi realizada em um funil de separacéo de 125 mL com a
adi¢ao de 9,5 mL de uma solugdo de Rodamina B de concentragao de 1,36x10™° mol L™,
550 uL de uma solugao de referéncia de Sb (V) de concentracao 8,2x10™ mol L, ambas
preparadas em HCI 6 mol L. Estas solugdes foram agitadas vigorosamente durante 60 s.
Em seguida, foram adicionados 10 mL de tolueno e a solugéo agitada por mais 60 s. Apos
a promogao do contato intimo entre as fases, o sistema foi mantido em repouso por 30 s
para separagio das fases. Uma aliquota da fase orgéanica foi introduzida no sistema ELL-

AF para monitoramento do sinal analitico.
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5. Resultados e Discussées

Neste capitulo serdo discutidos os tépicos
relacionados aos seguintes itens: estabilidade
do par ibnico, otimizagdo dos pardmetros
analiticos para o método de extracéo liquido-
liquido por anélise em fluxo proposto, estudo
de interferentes, resultados dos ensaios de
recuperacgao, validacdo do método
comparando o0s resultados obtidos pela
andlise de medicamentos a base de Sb (V)
por ELL-AF pela analise dos mesmos
medicamentos por ICP-OES para
determinagdo de antiménio total e
polarografia de pulso diferencial para
determinagdo de Sb (lll), uma descricdo dos
parametros de validacdo e a eficiéncia do
procedimento em fluxo comparado com o
procedimento em batelada na determinacgéo
de Sb (V).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 - Consideracoes iniciais

RAMETTE e SANDEL, 1955%, verificaram que o Sb (V), em meio de HCI, reage
com a rodamina B formando um par idnico (Pl) que pode ser extraido da fase aquosa por
intermedio de solventes apolares ou baixa polaridade. O Pl absorve na regido do visivel,
com um maximo de absorbancia em 560 nm. Visto que o Pl e a rodamina B protonada
apresentam maximo de absorbancia no mesmo comprimento de onda, nio é possivel a
determinacdo de Sb (V) aftravés de seu Pl| diretamente na fase aquosa devido a
interferéncia do corante.

Desta forma é necessaria a extragdo do par iénico para uma fase organica para
posterior medida espectrofotométrica do Sb (V). Além disso, o PI sofre hidrolise na fase
aquosa e decomposicdo na fase orgénica sendo necessario que a medida
espectrofotométrica seja feita rapidamente.

5.2 - Formagéao do par idnico entre Sb (V) e rodamina B

As reagbes quimicas que descrevem o processo de formagdo do
hexacloroantimoniato e a posterior formagéo do Pl com a rodamina B (RB) em solucao
aquosa estao representadas a seguir, bem como a estrutura da rodamina B na sua forma
protonada na Figura 11.

Sb(V)ag + 6Clag =  SbClgia

RB + H3;0" S RBH™ + H,0

SbClg’aq + RBH+(aq) = {SbCls RBH+}(3Q)
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A extracao do Pt e realizada mediante solvente extrator, onde se tem o seguinte
equilibrio de particio:

{SbCls RBH'} o = {SbCls' RBH"} (org)

C,.H.
\

0 N+
H-C../ O /+ \C:H-‘
H = H

Figura 11: Estrutura molecular da rodamina B.

C,H;

CO0OH

Espectros na regido do visivel foram registrados para uma solugao de Rodamina B
em meio de HC!I 6 mo! L' e em meio aquoso para determinar o0 comprimento de onda de
maxima absor¢do do corante. Os espectros de absorbancia para uma solucdo de
rodamina B de concentragio 4,1x10* mo! L™ foram obtidos em meio aguoso e em meio
acido estdo apresentados nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12: Espectro na regiao do visivel de uma solugdo aquosa de Rodamina B de

concentragio 4,1x10™ mol L.
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Figura 13: Espectro na regiao do visivel de uma solugido de Rodamina B de concentragao
4,1x10™ mol L' em HCI 6 moi L™
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A rodamina B apresenta a caracteristica de um indicador acido-base, apresentando
uma coloracéo alaranjada intensa em meio &cido e, em solugdo aquosa neutra, uma
coloragao rosea fluorescente. No espectro eletromagnético na regiao do visivel, a
Rodamina B apresenta uma banda intensa com absorcgo maxima em 560 nm em solugao
aquosa (Figura 13). Em solugdo de HCI 6 mo! L' podem ser observadas trés bandas com
maximos de absorbancia em 465 nm, 494 nm e 523 nm (Figura 13).

O espectro no visivel do par iénico extraido em tolueno apresenta uma banda
intensa com maximo de absorbancia em 563 nm, e uma banda menos intensa em 525 nm
(Figura 14). Foi verificado que a rodamina B em agua absorve no mesmo comprimento de
onda do maximo de absorbancia do Pl (560 nm), o que impede a determinacéo de
antiménio através do Pl sem extragdo prévia para a fase organica. No espectro obtido em
HCI 6 mol L, a banda de maximo comprimento de onda é deslocado para 500 nm e
mesmo assim, ainda havera interferéncia devido a sobreposigdo de bandas.

1.0

0,4

Absorbancia

¥ ! i ' I v 1 v L * 1
450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda / nm

Figura 14: Espectro na regizo do visivel do par iénico em tolueno.
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5.3 - Estabilidade do par ionico

O hexacloroantimoniato reage com a rodamina B em meio fortemente acido,
formando um Pl que pode ser extraido da fase aquosa com um solvente apolar.

RAMETTE et al.,, 1955, verificaram a partir de estudos realizados com a rodamina B
em solugdes de Acido cloridrico 6 mot L™ que, além do ion RBH", coexistem em solucéo os
ions RBH,?* € RBH,CI*, onde RB representa a molécula de rodamina B. Os ions descritos
anteriormente sdo importantes, pois também reagem com o hexacloroantimoniato
formando, entretanto, produtos insollveis, de colorac@o laranja, como 0 RBH2(SbClg), € o
RBH,CISbCls. Em HCI 6 mol L™ o principal produto formado entre o hexacloroantimoniato
e 0 ion Rodamina B é o RHSbCls que promove a coloragéo violeta caracteristica na fase
organica e cuja absorbancia & proporcional a concentragéo de Sb(V) em solucdo. No
entanto, nesta elevada concentragdo acida, o hexacloroantimoniato sofre hidrolise na fase
aquosa em uma taxa de 1 % por minuto, formando as espécies RBH;Sb(OH)Clg,
HSb(OH)Cls, que ndo formam o par idnico com a rodamina B, o que requer que a
determinagdo do analito seja realizada em tempo controlado, sendo responsavel pela
baixa precis&o observada nos métodos em batelada. Nos sistemas de andlise por injegéo
em fluxo este problema & facilmente superado, pois a reagdo ndo necessita atingir o
equilibrio quimico, visto que o tempo & controlado e constante em todas as determinagdes.

A reagdo com rodamina B é seletiva para ¢ estado de oxidagdo pentavalente do
antimdnio, visto que o Sb (lil) ndo forma o par idnico com o ligante cromogénico. No
entanto, seria possivel realizar a determinag@o de Sb total, mediante a introdug¢ao de uma
etapa de oxidagéo do Sb (lil) para Sb (V) no sistema. RAMETTE et a/, 1955 descrevem
como a etapa critica da formagdo do Pl a conversdo do Sb (lll) para Sb (V), utilizando,
para tanto, &cido cloridrico 6 mol L™ e agentes oxidantes como Ce (IV), permanganato,
dicromato, brometo ou hipociorito, sendo estes uUltimos menos efetivos quando
comparados a utilizagao de Ce (IV). Segundo os autores, apds a oxidagao do Sb (lIl) para
Sb (V), se faz necessario a destruicao do excesso do agente oxidante com hidroxilamina,
uma vez que este acaba também oxidando a rodamina.

Para minimizar problemas relacionados a hidrélise do par iénica na fase aquosa e

evitar a formacdo de sub-produtos insolGveis, uma solugio padrao estoque de antiménio
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foi preparada apenas em agua e as demais solugdes padrées foram preparadas
posteriormente pela diluicdo desta em &cido cloridrico 6 mol L™ imediatamente antes de
serem utilizadas.

Foi realizado um estudo para avaliacdo da estabilidade do Pl no tolueno, mediante
medidas espectrofotométricas em fungdo do tempo. A Figura 15 mostra o comportamento
de absor¢cdo do Pl em fungdo do tempo. Observa-se que a absorgdo diminui devido a

instabilidade do Pl na fase orgéanica.
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Figura 15: Espectros na regido do visivel em fungdo do tempo para o Pl (Sb (V) /
rodamina B) em tolueno. Concentragdo de Sb (V): 2,5x10° mol L' e rodamina
B: 4,110 mol L.

A reacao de decomposigéo do Pl pode ser descrita como sendo de primeira ordem
(Figura 18), cuja equacéo é InA = In A, — 0,00327s™, onde A: absorbancia em 560 nm e
Ag: absorbancia no tempo zero.
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Figura 16: Curva logaritmica da absorbancia versus tempo para o Pl em tolueno medida a
560 nm.

Os dados do grafico representado na Figura 16 foram obtidos a partir do espectro
da Figura 15. Esses resultados sdo importantes do ponto de vista analitico, pois
demonstram a necessidade de se obter 4 medida espectrofotométrica em tempo definido,
demonstrando a importancia de se realizar as medidas espectrofotométricas em um
sistema de fluxo.

5.4 - Comportamento de resposta do detector

Um detector constituido por um LED e um fotodiodo foi empregado para detecgao
do sinal no sistema ELL-AF. Uma das principais vantagens em se utilizar este detector é a
sua simplicidade®, o que permite faciimente seu acoplamento em um sistema de fluxo.

Para o estudo da faixa linear do detector LED-fotodiodo foram utilizadas solugées
de KMnO, na faixa de concentragdo de 5x10° a 0,1 mol L. Determinagdes foram
realizadas no sistema para verificar a faixa linear que poderia ser utiizada no
desenvolvimento do método ELL-AF para extragéo de Sb (V). A Figura 17 mostra os sinais
analiticos (unidades arbitrarias) obtidos em fungdo da concentracdo de KMnO,. A Figura
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18 mostra a regiao linear de resposta compreendida entre 5,0x10° a 1,0x10° mol L™ de

permanganato representado pela equagao descrita na pagina 59.
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Figura 17: Curva do sinal analitico obtido em fungcdo de solugdes de KmnO, de
concentractes na faixa de 5x10-5a 0,1 mol L.
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Figura 18: Regiao linear do detector LED/Fotodiodo para solugdes de KMnO, na faixa de
concentragao de 5x10°a 0,1 mol L™,
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O sistema de detecgdo apresentou resposta linear para a faixa de concentragio de
5x10° a 1x10° mol L™, representada pela equacdo y = 4497,34 — 1,4178.10° C, com
coeficiente de regressao linear de 0,9954.

5.5 - Perfil do sinal analitico obtido no sistema de ELL-AF

O sinal caracteristico obtido mediante o emprego do sistema ELL-AF é mostrado na

o 1

Figura 19. A linha base representada pela letra “a” corresponde ao sinal gerado quando o
caminho dptico esta preenchido de ar, a regiao representada pela letra “b” corresponde a
leitura obtida dos reagentes na fase organica (branco - tolueno), a letra “d” corresponde a
leitura do sinal gerado pelo par idnico na fase organica com o analito (amostra), as letras

‘c” e “e” correspondem a leitura da fase aguosa acida.
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Figura 19: Perfil caracteristico obtido na determinagao de Sb (V) no sistema de ELL-AF.
Sinal I: a1: ar; b: branco (fase organica), a;: ar; c: fase aquosa. Sinal Ii: a: ar; d:
Pl na fase organica - Sb (V) a 4,1x10° mol L; e: fase aquosa.
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A diferenca entre o sinal do branco e o sinal gerado pela amostra & proporcional &
concentragdo do Pl na fase orgénica e, conseqlientemente, & concentragéo de Sb (V) na
fase aquosa.

A conversao do sinal obtido em transmitancia para valores de absorbancia pode ser
realizada pela seguinte equacao:

A =log (M - ES) / (B - ES)

Onde, A = Absorbancia no maximo de emissao do LED emissor, M = valor do sinal
analitico do par idnico na fase organica, B = valor do sinal do branco (fase organica) e ES
= valor zerado pelo detector no escuro (“dark™.

5.6 - Variaveis que afetam o método de extragdo ELL — AF

No sistema de andlise de extragao liquido-liquido em fluxo proposto, as principais
variaveis que afetam a eficiéncia de extragéo sao: concentracio de acido cloridrico, razéo
entre as fases (volume da fase organicaivolume da fase aquosa), concentragio da
Rodamina B, tempo de agitagéo e o tempo para separacéo de fases. Estas variaveis foram
avaliadas mediante modelo univariado, partindo-se de alguns parametros iniciais
pesquisados na determinagéo de Sb (V) em batelada e que estio apresentadas na Tabela
4 a seguir:
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Tabela 4: Condigcdes experimentais iniciais para determinacao das variaveis no sistema de

ELL-AF.
Parametros Valores
¢ Volume da al¢ga de amostragem 250 pl.
* Volume da alga do corante 500 pL
* Volume do solvente extrator (tolueno) 1,5 mL
« Concentracio de Rodamina B 8,2x107 mol L

+ Concentracao da solugéo estoque de Sb (V)* | 8,2x10° mol L™

e Tempo de agitagio na cadmara 60 s

*» Tempo de separagéo de fases 20s

*A concentragao de 8,2x10™* mol L™ corresponde a uma solucao de 1 mg mL™" de Sb

V).

5.6.1 - Influéncia da concentragdo de HCI na formagao e extragio do no
sistema ELL-AF

Para que ocorra a formag&o do Pl, & necessario que o Sb (V) esteja na forma do ion
Sb(Cl)s" e a rodamina B deve estar protonada. Estas duas condi¢gdes sao atingidas em
meio fortemente acido.

Para avaliar a influéncia da concentragdo de &cido cloridrico na eficiéncia de
extracao do Pl, foram avaliadas as seguintes concentragdes de HCl: 2, 4, 5, 6, 8 e 10 mol
L' na solugao padrio de Sb (V). Os resultados obtidos sao apresentados na Figura 20.

Dissertagao de Mestrado — Luciano Trivelin



Extragao Ligquido-Liquido em Sistema de Analise em Fluxo: ELL-AF 58

600 -
500 -
400

300

200

Sinal (Unidades Arbitrarias)

100

HCI (mol L)

Figura 20: Comportamento do sinal analitico em fungdo da concentragéo de HCI.
Concentracao de Sb (V): 2,05x10®° mol L™ em solugdes de HCI 2, 4, 5,6, 8 e
10 mol L™, concentragdo da rodamina B 4,1x10° mol L' em HCI 6 mol L™,

tempo de agitagéo na camara: 60 s, razao de fases {agforg): 0,5.

Analisando-se a curva apresentada na Figura 20, verifica-se que a eficiéncia
maxima de extragéo do Pl ocorre quando a concentragéo de HCI for maior ou igual a 6 mol

L. Portanto, para os estudos posteriores foi empregada essa concentragao.

5.6.2 - Influéncia do tempo para separacido de fases na extragio de Sb
(V) no método ELL-AF

No processo de extragdo liquido-liquido ocorre partigdo do analito entre duas fases
imisciveis aquosa e outra organica. A concentragio das espécies nas duas fases apoés a
extragao é govemada pelo coeficiente de distribuicio (K). Apos agitaco do sistema é
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necessario deixa-lo em repouso, por um tempo definido, para que o equilibrio seja
estabelecido e para que ocorra a completa separacéo de fases.

A razdo de distribuicdo € importante, pois relaciona a concentragio do analito na
fase orgéanica e na fase aquosa. Moléculas na forma nio ionizadas ou de caréter apolar
tém afinidade pela fase apolar e substancias ionizadas ou polares tém maior afinidade peia
fase polar. Estas reagGes de equilibio de substincias entre as duas fases imisciveis
podem ser uma ferramenta importante na determinagéo de analitos por processos de
extracao liquido-liquido. Cabe ressaltar, que a eficiéncia da extragéo € independente da
concentragao original do analito. Para este estudo, o tempo para separaciao de fases foi
variado entre 10 a 120 s. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Comportamento do sinal analitico em fungio do tempo de equilibrio apos
extragao do Pl. Concentragéo de Sb (V): 2,05x10° mol L em solugéo de HCI
6 mol L, concentragio da rodamina B: 4,1x10° mol L em HCI 6 mol L,
tempo de agitacéo: 60 s, razao de fases (ag/org): 0,5.

De acordo com a curva da Figura 21, apés 60 s o sinal atinge um valor maximo,
evidenciando que o equilibrio foi atingido e que a concentracdo nas duas fases passa a ser

constante. Para estudos posteriores foi estabelecido como tempo para a separagdo de
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fases de 80 s. Tempos maiores do que 80 s ndo sido adequados, pois comprometem a

freqliéncia analitica e podem permitir a hidrdlise do Sb (V).

5.6.3 - Tempo de agitacao sobre a eficiéncia de extragio

A eficiéncia de extragéo depende do tempo e da velocidade de agitagéo na cadmara
de extragdo. A agitacdo promove um contato intimo entre as fases proporcionando
portanto, uma maior velocidade de transferéncia do Pl da fase aquosa para a fase
organica. Para estudar o efeito do tempo de agitagao sobre a eficiéncia de extragao, foram
avaliados os seguintes tempos: 10, 30, 50, 70, 100 e 120 s. A velocidade de agitagao foi
mantida constante e no maior valor permitido pelo agitador magnético empregado. A partir
da Figura 22 pode-se observar que o sinal analitico aumenta em fungéo do tempo de
agitacao até um tempo de 100 s, quando entao passa a ser independente do mesmo. Para
estudos posteriores foi definido um tempo de agitagdo de 100 s para a extragdo do Sb (V)
na forma do PI.
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Figura 22: Comportamento do sinal analitico em fungao do tempo de agitacdo na camara
de extragdo no sistema ELL-AF. Concentragio de Sb (V): 2,05x10° mol L' em
solugdo de HCI 6 mol L™, concentragio da rodamina B: 4,1x10° mol L' em
HCI1 6 mol L', tempo de separagao de fases: 80 s, razao de fases (agforg): 0,5.
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5.6.4 - Influéncia da razao volumeétrica das fases sobre a eficiéncia de

extracao

A eficiéncia da extracao liquido-liquido (n) depende do coeficiente de partigéo (K) e

da razao de fases (B), conforme equacao (1).

n = KI(K+p) (1)

A razéo de fases pode ser descrita pela equagéo (2), onde Vg é 0 volume da fase
extratora (solvente orgénico) e V,q 0 volume da fase a ser extraida (aquosa).

B = Vag/Verg (2)

O coeficiente de particdo depende basicamente das propriedades fisico-quimicas do
solvente, da polaridade do analito, da temperatura e da forca idnica do meio. Embora, a
diminuicdo da razdo de fases, ou seja, 0 aumento do volume extrator em relagio a fase
aquosa, propicie um ganho na eficiéncia de extragdo, ocorre diluigdo do analito na fase
extratora e, conseqiientemente, uma diminuigio na sensibilidade do método. Quando
existe a necessidade da determinag&o do analito em concentragdes muito baixas, faz-se
necessario a pré-concentragdo do analito e, neste caso, & recomendado empregar
volumes grandes da solugio a ser extraida e um volume pequeno da solugdo extratora.
Ainda, para obter um ganho de sensibilidade do método podem ser realizadas extracdes
multiplas. Cabe ressaltar, que devido a concentragéio elevada de Sb (V) no medicamento a

ser analisado, ndo ha necessidade da realizagio de extragbes sucessivas ou etapas de
pré-concentragao.
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Neste estudo foi empregada uma camara de extragao de capacidade de 5 mL e o
volume da solugdc aquosa a ser extraida foi fixada em 0,75 mL. Os volumes da fase
organica (tolueno) foram variados em 0,5; 1; 1,5; 2,0; e 2,5 mL, representando uma razao
de fases de 1,50; 0,75; 0,50; 0,38 e 0,30, respectivamente. A variagao do sinal analitico
em fungéo da fase orgénica é apresentada na Figura 23.
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Figura 23: Comportamento do sinal analitico em fungdo do volume da fase organica
empregada no sistema de ELL-AF. Concentragdo de Sb (V): 2,05x10°¢ mol L™
em solugio de HCI 6 mol L, concentraciio da rodamina B: 4,1x10® mol L' em
HCI 6 mol L, tempo de extragao sob agitagao: 60 s, tempo de separagao de
fases: 80 s.

Analisando-se a curva apresentada na Figura 23 verifica-se que o sinal analitico
diminui com o aumento do volume de tolueno, ou seja, diminui com a diminuicdo dos
valores das razbes de fases calculadas. Tendo em vista que ndo é necessario a pré-
concentragdo do analito, foi definido como faixa adequada para extragao do Pl, uma razao
volumétrica das fases no intervalo de 1,50 a 0,75, o que corresponde para um volume de
0,75 mL de fase aquosa de 0,5 e 1,0 mL de tolueno, respectivamente. Volumes maiores
afetam a sensibilidade e volumes menores do solvente extrator levam a uma diminuigao da

faixa linear da curva analitica, visto que a partir de concentra¢ées de Sb (V) maiores que
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5x10°° mol L foi observado desvio da lei de Beer para o sistema de detec¢do empregado

no sistema proposto.

5.6.5 — Influéncia da concentragio da rodamina na formacao e PI

RAMETTE et al, 1955, verificaram que a estequiometria para formacao do par
ibnico & de 1:1 e, para a formac&o do Pi na fase aquosa € necessario que o reagente par
ionico (rodamina B) esteja em excesso em relagdo a concentragiao de Sb (V) em meio
acido. Sendo assim, foi estudada a influéncia da concentragdo de rodamina B na
formagao do Pl. Para tanto, foram empregadas as seguintes proporgdes de rodamina B
/Sb (V): 0,5/1; 1/1; 2/1; 4/1 e 6/1. A concentragéio de Sb (V) foi fixada em 4,1x10™* mol L™.
Os resultados obtidos estao apresentados na Figura 24.
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Figura 24: Comportamento do sinal analitico referente ao estudo da concentragao 6tima
de Rodamina B para formagdo e extragdo do Pl. Concentragdo de Sb (V):
4,1x10* mol L em solugao de HCI 6 mol L, concentracdes de Rodamina B
em solugéo de HC! 6 mol L™: 2,05x10 mol L™, 4,1x10™ mol L™, 8,2x10* mol L
', 1,65x10°° mol L™, 2,45x10° mol L, tempo de agitagiio na camara: 100 s,
volume de solvente: 1 mL; tempo de separacéo de fases: 80 s.
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De acordo a Figura 24, verifica-se que o sinal analitico aumenta em fungdo do
aumento da razao de rodamina B/ Sb (V) até uma razdo de 1/1, quando entdo o sinal
analitico passa a independer desta razdo. Estes resultados indicam que, o Pl monitorado
no comprimento de onda de 560 nm, possui uma estequiometria rodamina B:Sb (V) de 1:1.
Ainda, foi verificado que o excesso de rodamina B em relagéo a concentragéo de Sb (V)
néo interfere na determinagao, ou seja, no meio acido néao ha transferéncia do composto
da fase aquosa para a fase organica.

5.7 - Estudo de interferentes

Nos ultimos anos foi verificada a contaminagao do antimoniato de metilglucamina
com diversos elementos entre esses, Sb (lll), As, e Pb (KEPPLER et al., 2001), sendo que,
por este motivo, varios lotes do medicamento foram retirados do mercado nacional pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude do Brasil.

Com base nesta observagio foram selecionados para o estudo de interferentes os
ions Sb (I1), As (lll), As (V) e Pb (ll). Estes ions foram adicionados a solugéo de Sb (V) de
concentragido de 2,73x10* mol L' na proporgdo de 1 e 10% (n/n) em relagédo a
concentracdo da solugéo de Sb (V); o que corresponde a uma concentragéo de 2,73x10°
mol L e 2,73x10° moi L™ dos respectivos ions em cada solugcdo padrao analisada. Os
resultados obtidos s&o apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Resultados da influéncia do interferente na determinagao de Sb (V).

Interferente %::::_?::;;f:f Sb(i\?;‘(c:lngiar:ifi_") CO?::ﬁ;;adZ iS;I; v reli--;:ic\’ro

(x10"mol L") (%)

Sb (HI) 1%* 2,73 2,81+£0,03 2,9
10%* 2,73 2,79+ 0,05 2,2

As (Il 1% 2,73 2,611£0,08 -4.4
10% 2,73 2,78+ 0,05 1,8

As (V) 1% 2,73 3,10 £ 0,03 13,6
10% 2,73 3,86 £0,04 40,1

Pb (il) 1% 2,73 2,85 +£0,02 4.4
10% 2,73 2,66 +0,01 -2,6

a: Relagao da concentracéo do interferente em relagdo a concentragdo de Sb (V).
*1% = 2,73x10°° mol L

**10% = 2,73x10™ mol L

s. estimativa do desvio padrao (n=3).

Pelos resultados obtidos verifica-se que o Sb (lll), As (lll) e Pb (Il) praticamente nao
causam interferéncia significativa na determinacéo de Sb (V) até uma proporgao de 10 %
do interferente em relagdo a concentragdo do analito. No entanto, o As (V) provoca um
aumento do sinal analitico do Sb (V), ja para uma relagéo de 1 % do elemento em relagao
ao anaiito. A interferéncia do As (V) na determinag&o do Sb (V) pode ser decorrente de
uma possivel interagdo do arsénio pentavalente com a rodamina B, visto que o erro
observado é superior a 13% e devidos aos dois elementos Sb (V) e As (V) possuirem
propriedades quimicas semelhantes.

Apesar da interferéncia do As (V) no método de extracdo ELL-AF, nao foi observado
em medicamentos comerciais (KEPPLER ef al., 2001) a concentra¢do deste elemento que
ultrapasse a relacac de 0,1 % em relago a concentragdo de Sb (V). Portanto, a presencga
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deste elemento, embora tenha consequéncias toxicolégicas relevantes, nao acaba sendo

um interferente potencial para o método.
5.8 Estudo do efeito matriz

Foi verificado por KEPPLER et al., 2002% através da técnica de espectrometria de
massas em tandem (MS/MS), mediante ionizag&o por eletrospray, que a solugéo injetave!
do antimoniato de metilgiucamina é composta por varias espécies complexas de antiménio
em solugdo, cujas estruturas podem envolver mais de um atomo de antimonio. A
composi¢do e a massa molar das espécies de maior importancia sdo SbGlu (C7Hqs Os
N)Sb (m/z 314), SbGlu, (C14H30010N2)Sb (mVz 507), Sb,Glus (C21Hes015N3)Sb, (miz 818) e
Sb3Glus (C2sHs0020N4)Sbs (m/z 1128), onde Glu: metilgiucamina. O método proposto por
KEPPLER ef al, 2001 para a determinagao de Sb(V) por FIA através da redugdo com
iodeto e quantificagdo do iodo gerado requer uma etapa prévia de preparc de amostra com
energia ultra-som para liberar o Sb (V) do antimoniato de metilglucamina.

A produgdo do ultra-som & um fendmeno fisico baseado no processo de criar,
aumentar e implodir cavidades de vapor e gases, denominado cavitagdo, em um liquido
promovendo efeitos de ativagcdo em reacdes quimicas. Relata-se que a temperatura de
implos&o no interior da cavidade é em média 2400°C e pressao & estimada em torno de
500 atm. Esses valores sao alcangados em pontos localizados por periodo de tempo muito
curto, durante a implosao da cavidade, provocando assim um efeito nio usual em reacoes
quimicas. Transformagdes quimicas podem ocorrer devido a interagéo da radiagdo com a
matéria. A exposicdo prolongada de solugdes contendo macromoléculas em ultra-som de
alta energia (>10 W cm?) produz reducao permanente na viscosidade da solugéo. Esta
degradacdo € devida ao aumento das forgas de fricgao desenvolvidas entre o rapido
movimento das moléculas grandes e com menor mobilidade. Sugere-se que a degradacao
pode ser causada por forgas hidrodindmicas, tensao de cisalhamento ou efeito térmico.

Para avaliar, se também no método de ELL-AF, a liberagdo do antiménio da
molécula organica & necesséaria foi verificado o efeito do ultra-som (55 kHz) na
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determinagdo de Sb (V) no antimoniato de metilglucamina. Para tanto, foram realizados
estudos de recuperagdo, mediante forlificacdo de dois diferentes medicamentos de
antimoniato de metilglucamina com e sem o emprego de ultra-som em dois niveis de
fortificacdo (procedimento descrito no item 4.3.9 da parte experimental). Todas as analises
foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos estio apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Recuperagao média de Sb (V) em amostras comerciais de antimoniato de N-
metilglucamina por ELL-AF.

Recuperagdo média de Sb (V) = s (%)

Energia Ultra-som (55 kHz)
- Amostra A* Amostra B**

I Sim o7 + 1 021 |

L N&o 39+2 72+4

s: estimativa do desvio padrao (n=3).
*Amostra A: 2,43 10™ mol L™ de Sb (V) + 1,62 10 mol L' de antimoniato de
metilglucamina.

**Amostra B: 1,21 10* mol L™ de Sb (V) + 2,83 10 mol L"'de antimoniato de
metilglucamina.

Atraves deste estudo verifica-se que a energia ultra-som favorece a liberag&o do Sb
(V) do composto organico, uma vez que foi encontrada uma recuperacac de 97 e 92%
para os dois niveis de fortificagio. Sem a exposicdo da amostra a energia ultra-som, a
recuperacado foi bastante inferior e ndo adequada para fins analiticos. Esses resultados
sugerem que apenas o Sb (V) livre reage com a rodamina B formando o Pl.

Cabe destacar, que o teste de recuperagio € um parametro de validacdo, que pode ser
empregado para avaliar a exatiddo do método.
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5.9 — Validagao do método

Uma vez estabelecidas as condigdes étimas do método analitico proposto para a
determinacao de Sb (V), através da formagdo do Pl com rodamina, e extragdo do Pl no
sistema ELL-AF, elaborou-se o protocolo de validacéo.

A qualidade e a credibilidade de um resuitado analitico fundamentam-se nos
cuidados com os quais o analista se cerca para produzir dados que expressem o valor real
da medida obtida. O primeiro passo para obtencdoc de um resultado confidvel esta na
validacao do método analitico. A validagdo do método ELL-AF foi realizada segundo as
recomendagdes do ICH (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, 1994)%. Os parametros
selecionados para a validagdo do método compreendem: faixa linear, linearidade,
sensibilidade, repetibilidade, seletividade, limite de detecgdo, limite de determinagio e
exatidao.

As condicbes analiticas empregadas no sistema ELL-AF para a validagao do
método proposto estao resumidas na Tabela 7.
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Tabela 7: Parametros utilizados na obtencfio da curva analitica para o Sb (V).

Parametros _ ' Valores
¢ Volume do analito 150 pL
* Volume da alga de amostragem do corante 900 plL
» Volume de solvente organico (tolueno) 1mL
» Concentragdo de Rodamina B em HCI 6 mol L™ 8,2x10° mol L
« Concentragdo da solugéo estoque de Sb (V) 8,2x10° moi L
e Concentracao da Solugéo de Acido Cloridrico 6 mol L™
* Tempo de Agitacao 100 s
* Tempo de Separacéo de Fases 80s

A razao de fases foi mantida em 1, ou seja, volumes iguais de fase aquosa e fase
extratora.

5.89.1 - Faixa linear
A faixa linear é definida como a faixa de concentragio onde a sensibilidade do

método, pode ser mantida constante. Esse parametro é avaliado pela curva analitica, a
qual esta apresentada na Figura 25.
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Figura 25: Curva analitica obtida para Sb (V) no sistema de ELL-AF. As condi¢des

empregadas estao descritas na Tabela 7.

A faixa linear da curva analitica representada na Figura 25 pode ser descrita pela
seguinte equacao: Sinal (u.a.) = 32,81 + 1,61x10°C ,onde C é a concentracao de Sb (V)
em mol L. O intervalo de confianga para o coeficiente linear e angular (P < 0,05) é de
7,50 e 16,40x10°, respectivamente. A estimativa do desvio padrdo da curva € 15,39.

Nas condicdes experimentais estabelecidas, a faixa linear é 7,0x10° a 7.2x10™
mol L™* de Sb (V).
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5.9.2 - Linearidade

A linearidade € determinada pela habilidade do método em fornecer resultados que
sao diretamente proporcionais a concentragio ou quantidade do analito dentro da faixa
linear da curva analitica (ICH, 1994). Para expressar a linearidade do método &
empregado o coeficiente de correlagdo da curva analitica (obtido em 4.7.1), o qual foi

calculado em 0,9989.

5.9.3 - Sensibilidade

A sensibilidade & um parametro que descreve como a resposta varia em fungdo da
variagdo da concentracdo do analito (ICH, 1994). Pode ser expressa pelo coeficiente
angular da reta obtida a partir da regressao linear da curva analitica. Para a curva analitica
obtida em 4.7.1 a sensibilidade foi calculada em (1,61 10° +2) u.a. L mol™, para (P<0,05).

5.9.4 — Repetibilidade

A repetibilidade é definida através da determinagdo de como os resultados
independentes s&o obtidos utilizando o mesmo método, para andlise da mesma amostra,
no mesmo laboratério, pelo mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento, em um
curto espago de tempo. Esse parametro de validacio é expresso pelo desvio padrio das
determinagbes (ICH, 1994). Para tanto, uma mesma amostra contendo uma concentragao
de Sb (V) de 4,1x10° mol L™ foi analisada em um mesmo dia por 5 vezes consecutivas (n=
5), e o desvio padrao relativo foi de 3,5 %.

5.9.5 - Seletividade

A seletividade é a capacidade de um método detectar o analito de interesse na
presenca de outros componentes da matriz. Para determinar a seletividade de um método,
o analito, a matriz com e sem o analito, as impurezas provenientes da matéria-prima ou do
processo, subprodutes, produtos de degradagao ou metabdlitos, devem ser avaliados para
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verificar se interferem ou n&do com ¢ sinal analitico (ICH, 1994). Esse estudo foi reatizado
na avaliacdo de interferentes (item 5.7) onde se verificou que o método carece de
seletividade na presenca de concentragbes de arsénio e oo de 1 % em relagdo a
concentrag¢ao de Sb (V).

5.9.6 - Limite de detecgao

O limite de detecgdo (LOD) € a menor concentragdo do analito em uma amostra,
que pode ser diferenciado do sinal de fundo (ruido) do instrumento utilizado para medida.
De modo geral, para andlises espectrométricas e cromatograficas, € determinado peia
raz&o sinal/ruido igual a 2 ou 3. Pode também ser calculado a partir da curva analitica
(LOD= k synd/m; onde k=constante igual a 3, Syx estimativa do desvio padrao da curvae m
o coeficiente angular da curva analitica - ICH, 1994).

No presente trabatho, o LOD foi calculado a partir da curva analitica, construida a
partir de 21 pontos, tendo sido estabelecido um valor para o LOD de 2,9x10° mol L™ de Sb

V).
5.9.7 - Limite de determinacao

O limite de determinag¢io ou quantificagédo (LOQ) & definido como o nivet minimo
que o analito pode ser medido com exatidao e precisdo. De modo geral é considerado
como o nivel de concentragdo determinado por um sinal que exceda dez vezes o desvio
padréo relativo do ruido ou do ruido observado para o branco. Igualmente ao limite de
detecgao, pode também ser calculado a partir da curva analitica (LOQ= k sy,/m; onde k=
constante igual a 10, sy, estimativa do desvio padrao da curva e m o coeficiente angular
da curva analitica- ICH, 1994).

O LOQ também foi determinado a partir da curva analitca e levando em
consideracao de que a amostra do medicamento é diluida 1:1 (v/v) com HCI no preparo de
amostra, o LOQ foi calculado em 9,6x10° mol L™'de Sb (V).
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5.9.8 Exatidao

O termo exatidac expressa como os resultados obtidos a partir de um método se
aproximam do valor verdadeiro. Pode ser determinado: (i) por comparagao dos resultados
obtidos pelo novo método com os obtidos por um método de referéncia; (ii) por analise de
material de referéncia certificado; (iii) por adicdo de padrao ou (iv) através de testes de
recuperacgao.

Um dos principais problemas relacionados ao medicamento antimoniato de
metilglucamina é a falta de um padrdo que permita avaliar a gualidade do produto, visto
que a estrutura do composto ainda nao é totaimente conhecida. As indlstrias tém-se
preocupado apenas com a determinagdc do teor de antimbnio total, relegando a
especiagdo do elemento, bem como a identificagdo de contaminantes. Esses fatos sio
bem evidentes quando se acompanha o numero elevado de lotes de antimoniato de
metilglucamina que tém sido retirados do mercado peta ANVISA nestes (ltimos anos.

Tendo em vista que n&o existe disponivel um padrao de identidade e qualidade do
medicamento, bem como material de referéncia adequado, a exatiddo foi avaliada
mediante comparacdo de resultados obtidos na analise de medicamentos pelo método
proposto com os obtidos por ICP-OES e polarografia. Cabe destacar, que mediante o
emprego do ICP-OES apenas é possivel a determinagao de antimdnio total e, portanto, a
polarografia de pulso diferencial foi empregada para determinagdo de Sb (lll). O Sb (V)
nao & eletroativo no eletrodo de mercrio. A diferenga entre o Sb total e 0 Sb (llf} forneceu
o valor do Sb (V) presente nas amostras de medicamento, e foram utilizados na validacao
do método de ELL-AF proposto. A Tabela 8 apresenta os resultados de Sb (V) referentes
as técnicas de ELL-AF e OES-ICP (antimnio total) e polarografia (Sb (il1)).
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Tabela 8: Resultados obtidos para os medicamentos anti-leishmaniédticos comerciais pelo
sistema de ELL-AF e ICP-OES (antiménio total) e Polarografia de Pulso
Diferencial [Sb (l1)].

Valor médio de Sb (V) + ELL-AF
.a or medio V)+s Teor médio de Sb
Amostra || Diferenca entre ICP-OES e (V)+s
(n=8) Polarografia (m r;L")
(mg mL"") J

Il 1  109+6 110+ 2
2 114+ 6 108 +2
3 94+5 93 +1
4 85+4 89+ 1

'I 5 112+5 112 + 1
| 6 121+6 100 + 2
l 7 104 + 5 105+5
L 8 102+ 5 98+ 3

ELL-AF: Extracao Liquido-Liquido em sistema mecanizado em analise em fluxo;
ICP-OES: Espectrometria de Emissao Otica com Plasma Acoplado Indutivamente.
s: estimativa do desvio padrao (n=3).

Antimoniato de metiiglucamina (valor nominal declarado) por ampola: 85 mg mL

Atraves do teste “t” pareado verifica-se que ndo existe diferenca significativa, a um
nivel de confianca de 95%, entre as concentragdes de antimdnio pentavalente
determinados pelos métodos ICP-OES e polarografia e 0 método proposto (ELL-AF), ou
seja, as diferencas entre as médias obtidas sdo conseqiiéncia apenas da presenca de
erros aleatorios. Cabe ressaltar que ambas metodologias, ICP-OES e polarografia, foram
previamente validadas mediante emprego de solugbes padroes certificadas Aldrich (item
4.1 - Reagentes e Solucdes). O teor de antimdnio total foi determinado por ICP-OES, onde
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foi verificado que esse método também é adequado para a quantificacio de antiménio no
farmaco.

5.10 - Eficiéncia de extragdo do procedimento em fluxo comparado com

o procedimento em batelada na determinacgao de Sb (V)

Foram realizados procedimentos de extragdo liquido-liquido em batelada para
verificar a eficiéncia de extragdo do método para determinacao de Sb (V) empregando o
sistema de ELL-AF. Os experimentos foram realizados em duplicata com a analise de trés
solugdes de Sb (V) de concentragéo conhecida. O procedimento empregado esta descrito
no item 3.3.11 da parte experimental. A fase orgénica (tolueno) contendo o Pl foi injetada
no sistema ELL-AF para aquisicdo do sinal analitico no mesmo caminho éptico do
procedimento em fluxo. Tendo em vista, que no sistema ELL-AF foi empregada extracio
Unica, também os procedimentos em batelada foram realizados apenas com uma unica
extracao da fase aquosa com tolueno. A razio de fases foi mantida constante para os
dois estudos.

O resultado obtido indica uma eficiéncia de extragdoc de 50,5 % para andlise de trés
solugbes em duplicata com um desvio padrac de 7,7%. O alto valor do desvio padrao
calculado pode ser atribuido a uma repetibilidade baixa do método de extracao em
batelada, devido as reagbes de hidrdlise e as diversas operagdes unitarias realizadas pelo
analista.

Dissertagao de Mestrado — Luciano Trivelin



Extracdo Liquido-Liquido em Sistema de Andlise em Fluxo: ELL-AF 77

6. Conclusdes
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8 - Conclusdes

O método de extragio liquido-liquido em analise em fluxo (ELL-AF) proposto é
adequado para a determinagdo de Sb (V) em medicamentos anti-leishmaniéticos a base
de antimoniato de metilglucamina.

O sistema miniaturizado proposto permite o controle de todas as etapas referentes a
extracéo por solvente como: (i) mistura efetiva entre as fases organica e aquosa, (ii)
separacao de fases, (iii} deteccéo do analito na fase organica de forma reprodutivei e em
escala menor quando comparado com o método classico em batelada.

A mecanizagéo do método de extracdo liquido-liquido em batelada para extragéo
em menor escala permite ganhos significativos na extracao do Sb (V) com rodamina B em
meio acido, ganhos devido a reducdo do uso de solventes organicos e geragdo de
residuos, menor tempo de analise, freqiéncia analitica satisfatéria, menor contato do
analista quimico com os reagentes e com vidrarias, menor custo quando comparados, por
exemplo, com técnicas analiticas hifenadas, além de minimizar erros provenientes do
analista durante o processo de extracéo.

Num processo de extragdo liquido-liquido em batelada, etapas como a agitagdo
manual do funil de separacao para extragdo do analito de interesse, retirada da fase
organica do funil de separagéo, a adigdo de uma aliquota em uma cubeta de quartzo para
a determinagdo espectrofotométrica e o descarte da aliquota apos analise s&o
necessarias. Muitas vezes, o uso de solventes org&nicos volateis e perigosos inviabiliza ou
dificulta a extrac&o em batelada de algumas espécies quimicas de interesse, pois ocorre a
necessidade de realizar as operagbes em ambientes adequados para a realizagio do
processo como capelas com exaustéo e a utilizagdo de equipamentos de seguranga como
luvas e mascaras de protegéo. Todas as etapas citadas anteriormente se nédo puderem ser
excluidas poderdo ser minimizadas em processos mecanizados de extracdo liquido-
liquido.

O método proposto atende a demanda atual de redugio em relagdo a custos,
processos mais simples, geragéo de residuos e manutencgéo dos recursos naturais, muito
importantes em todas as areas do conhecimento humano (exatas, biologicas e humanas).
Atualmente, todo o conhecimento interdisciplinar acumutado entre as diferentes areas do
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conhecimento académico deve ser aplicado para a melhoria dos processos, resultados e
manutencao dos recursos para as futuras geracdes. Partindo das premissas anteriores, o
objetivo do trabalho proposto atende as necessidades atuais de melhoria dos processos
analiticos, com objetivo de simplificar, minimizar e melhorar os processos de extragido em
batelada, utilizando a mecanizagdo e os conhecimentos das seguintes areas: quimica,
eletronica e programacéo para atingir o objetivo proposto.

O método desenvolvido & vidvel para ser aplicada no Controle de Qualidade de
Medicamentos em Industrias Farmacéuticas. Ha de se considerar que para a
implementagc&o de um método como o proposto, os conhecimentos em quimica, eletronica
€ programacao s&o indispensaveis na resolucéo de problemas. Este é o principal fator que
dificulta a utilizagao dos sistemas mecanizados na indistria € mostra o abismo que existe
entre 0 numero de artigos publicados em analise em fluxo nas revistas especializadas e a
real utilizagdo no cotidiano da industria, pois a interdisciplinaridade & facilmente
encontrada nos meios académicos, o0 que ndo & comum no mercado industrial
{principalmente no Brasil) no qual as pesquisas e o desenvolvimento ainda se encontram
em um estado avangado apenas na academia e alguns centros de pesquisa do governo.
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