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TURBIDIMETRIC DETERMINATION OF HOMATROPINE METHYLBROMIDE IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS
USING A FLOW INJECTION ANALYSIS SYSTEM. A flow injection turbidimetric procedure exploiting merging zones is proposed
for determining homatropine methylbromide (HMB) in pharmaceutical preparations. The determination is based on the precipitation
reaction of homatropine methylbromide with AgNO, solution to form a precipitate, which was measured at 410 nm. The analytical
curve was linear in the HMB concentration range from 8.0x10*to 1.7x10? mol L"', with a detection limit of 9.5x10” mol L. The
recoveries ranged from 94.9 to 104 %, the sampling frequency was 75 h™' and relative standard deviations were smaller than 2.0 %

for solutions containing 1.2x107 and 1.5x10° mol L' HMB (n=10). The results obtained for commercial formulations using the

FIA procedure were in good agreement with those obtained by using a comparative method (r= 0.9983).
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INTRODUCAO

Os compostos antimuscarinicos sdo farmacos que atuam no sis-
tema nervoso parassimpdtico sendo atropina, escopolamina,
eucatropina, homatropina e metilbrometo de homatropina (MBH)
as mais amplamente usadas.

A atropina foi isolada pela primeira vez por Mein em 1831 e
seus efeitos foram estudados principalmente durante a segunda
metade do século XIX'. Por muitos séculos, os povos antigos utili-
zaram preparados de beladona (Atropa belladonna) para diversos
fins terapéuticos?.

Os farmacos antimuscarinicos semi-sintéticos ou sintéticos sdo
de estrutura quimica diversa, quase todos sdo ésteres com grupo
aromdtico na molécula. A existéncia de um nitrogénio tercidrio ou
quaterndrio condiciona diferencas farmacocinéticas na sua potén-
cia e também em sua acdo ganglionar. Entre os farmacos com ni-
trogénio tercidrio, destacam-se diciclomina, homatropina,
tropicamida etc. Entre aqueles contendo nitrogénio quaterndrio,
destacam-se metilbrometo de homatropina, pinavério, butil-
escopolamina, isopropamida entre outros®. O metilbrometo de
homatropina € originado da adi¢do de um segundo radical metila a
molécula de homatropina.

As drogas antimuscarinicas mais amplamente usadas sdo
atropina, ciclopentolato, escopolamina, eucatropina, homatropina,
metilbrometo de homatropina e tropicamida.

A Figura 1 apresenta as férmulas estruturais da atropina,
homatropina e metilbrometo de homatropina'>.

O MBH ¢ utilizado, freqiientemente, em distirbios gastrin-
testinais como antiespasmédico, agindo diretamente sobre o mus-
culo liso. A dose para adultos, por via oral, € de 12 a 16 mg/kg de
peso corpéreo dia e, em criancgas, 0,1 mg/kg de peso corpéreo dia.
Efeitos adversos em pacientes incluem rubor facial, constipacio,
reten¢do urindria, diminui¢do da sudorese e da secrecdo lacrimal,
secura na boca, irritabilidade, dilatagdo pupilar, entre outros sinto-
mas dependentes da acgdo anticolinérgica’.
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Figura 1. Formulas estruturais da atropina (A), homatropina (B) e
metilbrometo de homatropina (C)

Rengstorff e Doughty* relataram as possiveis complicagdes
neuroldgicas determinadas pelo uso oftalmolégico de cicloplégicos
e midridticos (incluindo a homatropina). A sintomatologia inclui
desde cefaléia, tremor, fraqueza e sonoléncia, até confusdo, aluci-
nagdo, disartria (dificuldade na articulacio das palavras, resultante
de perturbag@o nos centros nervosos), ataxia (falta de coordenacdo
dos membros do corpo), crises epilépticas, coma e morte. Tune et
al® chamaram a atengdo dos oftalmologistas para a possibilidade
de ocorrerem manifestagdes de intoxicacdo do sistema nervoso
central, determinando quadro de delirio prolongado, alucinacdes,
disartria e mania, com o uso tépico ocular de homatropina, mesmo
em concentracdes de 5% m/v.

Poucos sdo os métodos descritos na literatura para determi-
nacdo de metilbrometo de homatropina, a saber: cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC)®, cromatografia gas-liqui-
do’ e espectrofotometria de absorc¢éo na regido do ultra-violeta®
e visivel’.

O procedimento da Farmacopéia Brasileira' recomenda um
método potenciométrico empregando-se como titulante nitrato de
prata, eletrodo indicador de prata metdlica e como referéncia um
eletrodo de prata/cloreto de prata com dupla jungao.

A Farmacopéia Americana (USP)'' recomenda titulagio com
acido percldrico.
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Uma vez que esses farmacos tém sido empregados em diversas
situacdes clinicas, tornou-se necessdrio o desenvolvimento de pro-
cedimentos analiticos simples, rdpidos e eficazes para monito-
ramento. Desenvolveu-se neste trabalho um sistema de andlises por
injecdo em fluxo, com zonas coalescentes, para a determinagao
turbidimétrica de metilbrometo de homatropina em formulagdes
farmacéuticas, empregando solug¢io de nitrato de prata como
reagente.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao

As medidas de turbidez foram feitas utilizando espectrofotometro
(Femto, Brasil) modelo 432, equipado com uma cela de fluxo de
1,0 cm de caminho 6tico, em 410 nm, conectado a um registrador x-
t, de dois canais Cole Parmer (Niles — IL, USA), modelo 1202. As
demais medidas espectrofotométricas foram feitas em
espectrofotdmetro com arranjo linear de diodos Hewlett Packard,
modelo 8452A, empregando-se uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de
caminho 6ptico acoplado a um microcomputador. Para propulsio
das solugdes de referéncia, reagentes e amostras utilizou-se uma
bomba peristdltica de 12 canais (Ismatec, Zurich - Suiga), modelo
7618-50 e tubos de propulsdo de Tygon®. Para confeccdo das bobi-
nas reacionais, alga de amostragem, alga de reagente e do percurso
analitico foram empregados tubos e conexdes de polietileno com
diametros internos de 0,8 mm. As amostras, solu¢des de referéncia
e reagentes foram inseridas no sistema de fluxo com auxilio de um
injetor comutador manual, construido em acrilico™.

No método comparativo'® foi utilizado um eletrodo de prata
metdlica como eletrodo indicador e eletrodo de referéncia com dupla
juncdo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L") e NaNO, 3,0 mol L.

Reagentes e solucoes

Todos os reagentes empregados neste trabalho foram de grau
analitico e as solugdes foram preparadas com dgua destilada e tra-
tada em um sistema Milli-Q, modelo UV-Plus ultra-baixo teor de
compostos organicos dissolvidos, Millipore (Redford, MA, USA).
A solugido estoque de metilbrometo de homatropina 500 mg L™ foi
preparada pela dissolu¢do de 12,5 mg de metilbrometo de
homatropina (Henrifarma) em baldo volumétrico de 25 mL. A solu-
¢do de AgNO, 1,0x10? mol L' (Sigma, USA) foi preparada pela
dissolucdo de 340 mg deste reagente em baldo volumétrico de 200
mL com 4gua desionizada.

Preparacio das amostras

O metilbrometo de homatropina foi determinado em amostras
de formulagdes farmacéuticas adquiridas em farmdcias locais. As
amostras foram preparadas pela dissolugdo de 2,0 e 2,5 mL das
amostras A e B, respectivamente, em um baldao de 10 mL, sendo o
volume completado com dgua desionizada.

Sistema de analises por injecdo em fluxo

O diagrama esquemdtico do sistema em fluxo com zonas coales-
centes € mostrado na Figura 2.

Aliquotas de 375 pL (alga de 75 cm) de solugdes de referéncia
ou da amostra e de 25 pL (al¢a de 5 cm) da solugdo do reagente
foram injetadas simultaneamente no transportador (H,0) utilizan-
do-se um injetor comutador manual. Soluc¢des de metilbrometo de
homatropina de 1,5x107, 2,0x10? e 2,5x10 mol L' quando inseridas
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no transportador C, encontram a solug¢do do reagente (nitrato de pra-
ta 1,0x102 mol L) no ponto de confluéncia X, formando precipita-
do (AgBr(s)) no reator helicoidal B (200 cm), sendo entdo monitorado
turbidimetricamente em 410 nm (E).
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Figura 2. Diagrama esquemdtico do sistema de andlises por injecdo em fluxo
com zonas coalescentes para determinagdo turbidimétrica de metilbrometo
de homatropina, empregando-se nitrato de prata como reagente de
precipitagdo. C, = transportador da amostra 3,9 mL min”'; A = amostra ou
solugdo de referéncia; L, = al¢a da amostra (375 uL); C,= transportador do
reagente 2,0 mL min’; R = reagente (nitrato de prata 1,0x10%mol L); L, =
al¢a do reagente (25 uL); X = ponto de confluéncia; B = reator helicoidal
(200 cm); E = espectrofotometro e D = descarte

RESULTADOS E DISCUSSAO
Principio do método turbidimétrico em fluxo
O metilbrometo de homatropina reage com nitrato de prata,

como mostrado na Equagdo 1, formando AgBr, que foi monitorado
em 410 nm.

C,H,NO,CHBr  +AgNO, =~ ——=[C H NO,CH][NO,] .

+ AgBr (1)

Na otimizac@o do procedimento em fluxo, diversos pardmetros
quimicos e do sistema em fluxo foram estudados.

Efeito da concentracio de AgNO,

Estudou-se a influéncia da concentragdo do reagente nitrato de
prata no intervalo de concentra¢oes de 2,5x10% a 5,0x10 mol L™
sobre o sinal analitico, nas condi¢des experimentais descritas na
Figura 2. As melhores sensibilidades e estabilidades da linha base
foram obtidas para a concentra¢do de 1,0x102mol L' desse reagente
de precipitagdo, sendo selecionada essa concentracgdo. Para concen-
tragdes maiores, houve queda do sinal analitico e perda da estabili-
dade da linha base, apesar de ndo ter sido observado entupimento
dos canais, fato que pode ocorrer com concentragdes mais elevadas
do reagente de precipitagdo.

Efeito do volume da alca de amostragem

Estudou-se o efeito do volume da alga de amostragem no inter-
valo de 50 a 500 pL para solucdes de referéncia de metilbrometo
de homatropina 1,5x10%; 2,0x10%e 2,5x10° mol L"! e concentracdo
de AgNO, 1,0x10?mol L"'. Observou-se um aumento do sinal ana-
litico quando o volume da al¢a de amostra aumentou de 50 a 375
uL, permanecendo o sinal analitico constante para volumes de
amostra superiores (entre 375 a 500 pL). Sendo assim, selecionou-
se um volume de amostra de 375 uL.
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Efeito do volume da alca de reagente

Estudou-se o efeito do volume da al¢a de reagente no intervalo
de 12,5 a 500 pL para solucdes de referéncia de metilbrometo de
homatropina 1,5 x 10%; 2,0 x 103 e 2,5 x 103 mol L"!, concentracdo
de AgNO, 1,0 x 10> mol L', vazdo do transportador da amostra e
reagente de 3,9 e 2,0 mL min", respectivamente, alga de amostragem
de 375 pL e reator de 50 cm. Como mostra a Figura 3, observou-se
maior sinal analitico quando se empregou uma al¢a de reagente de
25 pL; para volumes entre 26 e 125 uL houve um decréscimo do
sinal analitico e, para volumes de al¢as de reagente maiores o sinal
analitico permaneceu praticamente constante. Sendo assim, seleci-
onou-se o volume de 25 pL para a alga de reagente, por proporcio-
nar maior sinal analitico e também economia de reagente.

1,4+ A_A-‘ —=— MBH 1,5x10° mol L"
1,34 ° —e— MBH 2,0x10” mol L"
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Figura 3. Efeito do volume de al¢a de reagente de 12,5 a 500 uL sobre o
sinal analitico para trés concentragoes de soluges de referéncia, com vazdo
de 3,9 mL min”', AgNO, 1,0 x 107 mol L, alga de amostra 375 uL e reator
de 50 cm

Efeito do comprimento do reator

Estudou-se o efeito do comprimento do reator de 30 a 220 cm
sobre o sinal analitico para solu¢des de referéncia de metilbrometo
de homatropina 1,5x10?; 2,0x10%e 2,5x10* mol L' e concentracdo
de AgNO, 1,0x10?mol L"'. Observou-se um aumento do sinal ana-
litico até um comprimento de reator de 200 cm, decrescendo em
reatores de comprimento maiores, devido provavelmente a disper-
sdo da zona de amostra. Assim, o reator de 200 cm foi selecionado
e empregado nos estudos posteriores.

Efeito da vazao do transportador

Inicialmente foram realizados alguns estudos objetivando-se
obter a melhor sincronicidade do sistema em fluxo. Para isso foi
utilizada solucdo de um composto colorido (hexacianoferrato de
potassio (III) 0,01% m/v) como solugdo reagente e dgua desionizada
no lugar da solugdo de amostra. Um estudo sistemadtico foi realiza-
do fixando-se a vazdo da solugdo da amostra em 3,9 mL min'e
variando-se a vazdo da solucdo reagente no intervalo de 1,5 a 4,7
mL min'. Em seguida, a vazdo da soluc@o reagente foi fixada em
3,9 mL min' e a vazdo da solu¢do da amostra (dgua desionizada)
foi variada no intervalo de 1,5 a 4,7 mL min'. A melhor
sincronicidade foi obtida para vazao de 3,9 mL min"' para solugdo
de amostra e 2,0 mL min' para solugdo de reagente.

Ap0s este estudo, investigou-se o efeito da vazio do transporta-
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dor da amostra e reagente sobre o sinal analitico. Este estudo foi
implementado fixando-se primeiramente a vazdo do transportador
do reagente em 3,9 mL min™' e variou-se a vazao do transportador da
amostra de 1,5 a 4,7 mL min’. Em seguida, fixou-se a vazdo do
transportador da amostra em 3,9 mL min e variou-se a vazao do
transportador do reagente de 1,5 a 4,7 mL min'. Nestes estudos
foram utilizadas solugdes de referéncia de metilbrometo de
homatropina 1,5x107%; 2,0x107 e 2,5x10 mol L', solugdo de AgNO,
1,0x10? mol L', alga de amostragem de 375 pL, al¢a de reagente
de 25 pL e reator de 200 cm. Para a amostra foi observado um
aumento do sinal analitico ao se aumentar a vazdo da solucio de
amostra de 1,5 a 4,7 mL min'. No entanto, optou-se por trabalhar
com a vazio de 3,9 mL min", devido a estabilidade da linha base.
Para o reagente, o sinal analitico diminuiu ao aumentar a vazdo da
solugdo de reagente de 2,5 a 4,7 mL min"'. O melhor compromisso
entre freqiiéncia de amostragem, sensibilidade do procedimento em
fluxo e estabilidade da linha base foi obtido em vazao da solugdo de
reagente de 2,0 mL min™, sendo entdo selecionada.

Os resultados deste estudo mostraram que empregando-se es-
sas vazoes foram obtidos maior sinal analitico, maior estabilidade
da linha base e maior freqiiéncia de amostragem.

Estudo do efeito de possiveis interferentes e teste de adiciio e
recuperacio

O estudo de possiveis interferentes na determinagdo de
metilbrometo de homatropina em formulagdes farmacéuticas foi
avaliado para excipientes presentes em amostras comerciais. Nes-
te estudo, foram utilizadas solugdes de referéncia de metilbrometo
de homatropina 8,34x10* mol L' com cada um dos possiveis inter-
ferentes (metilparabeno e propilparabeno), em concentracdes de
8,34x10* ¢ 8,34x107 mol L. Nenhuma das substancias investigadas
causou qualquer interferéncia na determinagido do metilbrometo de
homatropina.

Nos testes de adi¢@o e recuperagdo do analito, trés concentra-
¢oes diferentes de metilbrometo de homatropina, 309,0; 338,0; 367,0
mg L', foram adicionadas a duas amostras de formulagdes farma-
céuticas e os resultados comparados com aqueles obtidos com as
amostras nao adicionadas do padrdo. A recuperacdo de MBH variou
de 94,9 a 104%, indicando auséncia de interferéncia das matrizes
dessas amostras ensaiadas. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Estudo de adi¢do e recuperacido de metilbrometo de
homatropina em formulagdes farmacéuticas

Metilbrometo de

Amostra homatropina (mg L) Recuperacio (%)
adicionado  encontrado

309,0 321,4+0,9 104

A 338,0 331,2+0,8 97,9
367,0 348,6+0,6 94,9
309,0 318,3+0,8 103

B 338,0 327,9+0,7 97,0
367,0 352,3+0,9 95,9

Aplicacdo analitica

A aplicagio analitica do procedimento em fluxo proposto foi rea-
lizada empregando-se as melhores condi¢des experimentais encon-
tradas anteriormente, quais sejam: concentracio do reagente nitrato
de prata 1,0x10 mol L™, al¢a de amostragem de 375 pL (75 cm) com



1240 Canaes e Fatibello-Filho

vazao do transportador da amostra de 3,9 mL min”, alga do reagente
de 25 uL (5 cm) com vazdo do transportador do reagente de 2,0 uL.
min' e reator de 200 cm. A curva analitica foi obtida por inje¢des
sucessivas em triplicata de volumes de solucdes de referéncia de
metilbrometo de homatropina, nas concentra¢des variando de 8,0x10*
a 1,7x10° mol L'!. A curva analitica obtida pode ser descrita pela
equagdo: SA =- 0,978 + 1,29x10° [MBH], r = 0,9983, onde SA € o
sinal analitico e [MBH] € a concentragdo em mol L' de metilbrometo
de homatropina. A curva analitica foi linear no intervalo de concen-
tragdes supramencionado, com limite de deteccdo (trés vezes o des-
vio padrio do branco/inclinagdo da curva analitica) de 9,5x10° mol
L. Os desvios padrdo obtidos para solugdo de metilbrometo de
homatropina nas concentracdes de 1,2x107 e 1,5x10 mol L' foram
menores que 2,0% (n=10). A freqii€ncia de amostragem foi de 75 h*',
indicando que o sistema pode ser aplicado em laboratérios de contro-
le de qualidade com alta freqiiéncia de amostragem.

Foram analisadas duas amostras, de fabricantes diferentes, cujos
resultados empregando o sistema proposto, bem como aqueles obtidos
utilizando o método da Farmacopéia Brasileira' sdo apresentados na
Tabela 2. Aplicando-se o teste ¢ pareado ao conjunto de resultados, ndo
foi observada diferenca significativa entre os mesmos a um nivel de
confianca de 95%, indicando a exatiddo do procedimento em fluxo
desenvolvido. Os sinais transientes obtidos em triplicata para solugdes
de referéncia de metilbrometo de homatropina de 8,0x10*a 1,7x10?
mol L' e solu¢des de amostras A e B sdo apresentados na Figura 4.

Tabela 2. Determinacdo de metilbrometo de homatropina em
formulacdes farmacéuticas pelo método comparativo e pelo método
turbidimétrico proposto

Amostra  Metilbrometo de Homatropina (g/L)  Erro relativo
Comparativo' Turbidimétrico (%) *

A 1,98+0,01 1,94+0,03 -2,0

B 1,97+0,02 2,01+0,02 2,0

n = 3; *erro relativo entre os métodos turbidimétrico e comparativo.

CONCLUSOES

O procedimento de andlise por inje¢do em fluxo proposto nes-
se trabalho permite a determinacdo de metilbrometo de homatropina
em produtos farmacéuticos utilizando nitrato de prata como reagente
precipitante. O método proposto apresenta exatiddo, precisdo, sen-
sibilidade, pequeno consumo de reagente (0,04 mg de AgNO, por
determinagdo) e uma freqiiéncia de amostragem de 75 h.

Quim. Nova

030,

AL AN llllm_

6.0 min

Figura 4. Sinais transientes obtidos em triplicata para solugoes de referéncia
de metilbrometo de homatropina, 8,0x10%; 1,0x107; 1,2x107; 1,5x107 ¢
1,7x107 mol L', amostras A e B e solugdes de referéncia em concentragoes
decrescentes. As condi¢des experimentais foram as mesmas descritas na
legenda da Figura 2
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