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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF ASCORBIC ACID IN DRUGS EMPLOYING
BINARY SAMPLING IN FLOW SYSTEM. A flow system procedure for spectrophotometric deter-
mination of ascorbic acid in drugs based on [Fe**(SCN),]*>" complex decomposition by reduction
is described. The flow network was constituted by a set of three-way solenoid valves, controlled by
a microcomputer running a software wrote in QuickBasic 4.5 language. The feasibility of the pro-
cedure was ascertained by determining ascorbic acid in drug samples with mass ranging from
0.0018 up to 0.0180 g. The results showed an agreement of about 7% when compared with recom-
mended method. Other profitable features such as a standard deviation of 1.5% (n = 7) and a
throughput of 120 determinations per hour was also achieved.
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1. INTRODUCAO

O &cido ascérbico é uma substancia orgénica simples que tem
despertado grande interesse, devido aos efeitos benéficos como
vitamina, além de seu grande uso como reagente e como aditivo
em alimentos. Em vista disso, pesquisas tém sido realizadas na
tentativa de se propor novos métodos de determinagio®™.

No Brasil, para a quantificacdo de acido ascorbico em me-
dicamentos utiliza-se, como método oficial, a titulagdo com
iodato de potéssio®. Para sucos de frutas é mais utilizada a
titulagdio pelo método de Tillmans®, que se baseia na redugio
do corante 2,6-diclorofenol indofenol por uma solucdo é&cida
de vitamina C. O titulante age como indicador e o &cido
ascorbico pode ser determinado pela medida do excesso do
reagente. Este método sofre interferéncia de ferro, estanho,
cobre, sulfito e tiossulfato’. Além disso, apresenta como des-
vantagem a dificuldade de visualizag8o do ponto final, quando
se trabalha com amostras coloridas.

Encontram-se na literatura procedimentos analiticos utilizan-
do como técnicas de deteccdo, espectrofotometria de absor¢cao
moleculart3812 amperometria®®, quimiluminescéncia*, etc.
Alguns destes trabalhos empregaram o processo de andlise
quimica em fluxo (FIA), que oferece como vantagem pouco
uso de vidraria, diminuicdo das etapas de manuseio das amos-
tras, baixo consumo de reagentes, além de ser um sistema fe-
chado, o que diminui os riscos de contaminagaio’814,

Os métodos espectrofotométricos'">81? sgo os mais utili-
zados, e tém sido empregados para uma grande variedade de
amostras (urina, sangue, alimentos, sucos de frutas e farma-
cos). A associagdo das técnicas amperométricas™ e espectro-
fotométricas tem sido proposta para a determinagdo simulta-
nea de &cido ascorbico e &cido Grico em urina'®. Entretanto,
apresenta como desvantagem baixa frequéncia de amostragem,
além das dificuldades inerentes a associagao de duas técnicas
de deteccéo distintas.

Os métodos titulométricos empregando espectrofotometria
de absor¢do molecular como técnica de deteccdo, baseados
no processo de andlise em fluxo (FIA), tém sido propostos
para determinac&o de &cido ascérbico em sucos de frutast®l’.
Apresentam como vantagens alta frequéncia de amostragem e
baixo consumo de reagentes, em comparagéo com as técnicas
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de titulagBes manuais'®. A transicdo de cor do indicador é detec-
tada por instrumentos e 0 operador ndo necessita manipular os
reagentes, o que resulta em melhoria da precisdo dos resultados.

O desenvolvimento do processo FIA ao longo destes 20
anos, resultou em mudancas significativas nos dispositivos
empregados para a inser¢do da solugdo da amostra no percurso
analitico. Os mesmos evoluiram das seringas hipodérmicas,
passando pelo injetor manual®®, o injetor automético®, véalvu-
las de 6 e 8 vias??? e recentemente, tém sido utilizadas vélvu-
las solendides de trés vias?>.

O emprego de vavulas solendides possibilitou o desenvol-
vimento de médulos de andlise mais verséteis, dando origem
ao conceito de multicomutagio e amostragem binéria?*?°. Este
conceito baseia-se na inser¢do das aliquotas da solugdo da
amostra no percurso analitico, separadas entre si por aliquotas
da solucdo do reagente. O médulo de andlise é controlado por
microcomputador, 0 que permite atuar sobre as variaveis do
processo analitico: volumes das aliquotas das solucGes da amos-
tra e dos reagentes; sequéncia de inser¢do dos mesmos no per-
curso analitico; vazdo de bombeamento; sincronizag&o do ini-
cio de cada etapa de amostragem com a pulsacdo da bomba
peristaltica; e aquisicdo de dados?*.

Considerando-se as facilidades oferecidas pelo processo
de amostragem binéaria, neste trabalho, pretende-se desenvol-
ver um procedimento automatizado para determinagdo espec-
trofotométrica de &cido ascorbico em farmacos. A reacdo seré
baseada na destruicdo do complexo [Fe(SCN),]**™ pelo 4ci-
do ascorbico.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. SolugBes de reagentes e amostras

Em todas solucdes foram usados reagentes de grau analitico
e agua destilada e deionizada.

Solugdo de KCI (pH 2,2) foi preparada partindo-se de uma
solucéo 0,20 mol L1 KCI e adicionando-se, sob agitacdo, uma
solug&o 0,10 mol L™t HCI, e monitorando-se com um pHmetro.
Esta solugdo foi usada para preparar as solugdes dos padrdes e
dos reagentes.

Solugdo 2,2 x 10 mol L™* Fe** foi preparada a partir da
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diluicsio de uma solucso padrdo de 0,018 mol L™ de Fe** com
a solucdo de KCI.

Solugao padrdo 2,5 x 103 mol L™ de &cido L-ascorbico foi
preparada pesando-se 0,11g de &cido ascérbico e dissolvendo-
se em 250 mL da solugdo de KCI, pH 2,2. As solucbes padréo
1,0x10°% 7,5x10%; 5,0x10% 2,5x10%; 1,0x10 mol Lt foram
obtidas a partir da diluicdo com a mesma solugdo de KCI.

As amostras de farmacos, na forma de comprimidos, foram
pulverizadas em cépsula de porcelana. A massa de interesse
foi pesada empregando-se balanga analitica e dissolvendo-se
em 100 mL da solugdo de KCI.

A solugdo do reagente cromogénico 0,015 mol L™ KSCN
foi preparada, dissolvendo-se 0,36 g em 250 mL de &gua.

2.2. Equipamentos e acessorios

Espectrofotdmetro Micronal modelo B342I1 equipado com
cela de fluxo de vidro com volume interno 180 L e percurso
6tico de 12 mm; registrador potenciométrico Micronal modelo
B292; bomba peristaltica Ismatec modelo IPN-2, provida com
tubo de “tygon”; microcomputador 386 equipado com interface
eletrénica da American Advantech Co., PCL 711S; e interfaces
eletrénicas para controlar a velocidade da bomba peristéltica e
acionar as vélvulas solendides®®.

Médulo de andlise constituido por vélvulas solendides de 3
vias; tubos de polietileno com didmetro interno de 0,8 mm;
amortecedor de pulsos; sincronizador; e junc@es de acrilico do
tipo T2,

2.3. Descricdo do diagrama de fluxo e investigacéo
das variaveis do processo

O modulo de andlise para executar 0 processo de amostra-
gem binéria foi projetado levando-se em conta as caracteristicas
das reacles envolvidas e o diagrama de fluxo é mostrado na
figura 1. O programa para controlar a rotagdo da bomba
peristaltica, acionar as valvulas solendides e redlizar a aquisi¢éo
de dados, foi escrito em linguagem QuickBasic 4.5. Quando o
mesmo € executado, sdo introduzidos os valores das seguintes
variaveis de controle: nimero de ciclos de amostragem; duracéo
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Figura 1. Diagrama de fluxo do moédulo de analise. DET =
espectrofotdmetro a 480 nm; B = bobina de reacéo com 60 cm; D =
amortecedor de pulsos; P = bomba peristaltica; W = descarte; C =
carregador a 1,8 mL min'; A = amostra; R; = solucdo de Fe**; R,
= solugdo de SCN’; V1,V,,V3 e V4 = vélvulas solendides 3 vias; Ty,
T,, T3 e T4 = tempo de acionamento das valvulas Vi, Vo, V3 € Vg,
respectivamente.
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do intervalo de tempo de acionamento das vavulas; nimero de
replicatas; e intervalo de tempo de espera para a leitura do
sinal. Apds o fornecimento destes dados, o microcomputador
assume o controle do processo analitico, sem necessidade de
supervisdo do operador.

No diagrama de fluxo da figura 1, as valvulas estéo desliga-
das e somente a solugdo carregadora (C,) esta fluindo através
do percurso analitico. O microcomputador foi programado para
acionar as valvulas solent6ides na sequéncia indicada no dia-
grama de tempo. Acionando-se as valvulas Vi, Vo, V3 e Vg,
aliquotas da solucdo da amostra sdo inseridas no percurso ana-
litico, separadas entre si por aliquotas das solucBes dos
reagentes. Durante esta etapa, o fluxo da solucéo carregadora é
interrompido. Ao completar o ciclo de amostragem, as vavu-
las sdo desligadas e o fluxo da solugdo carregadora € restabe-
lecido no percurso analitico.

Um dos pré-requisitos para esse sistema é ter-se uma vavu-
la para cada solugdo. O volume de cada aliquota inserida no
percurso analitico, é funcdo do intervalo de tempo de aciona-
mento da respectiva vélvula e da vazéo de aspiracéo, a qual foi
fixada em 1,8 mL min™.

Neste mdédulo de andlise, um ciclo de amostragem é consti-
tuido por uma sequéncia de acionamento das vélvulas, sendo
que um volume v = B(AT1 + AT2 + AT3) das solucdes, é
inserido no percurso analitico em cada ciclo (8 = vazdo em mL
min'l). Assim, repetindo-se o ciclo n vezes, aumenta-se 0 vo-
lume das solugdes da amostra e dos reagentes inseridos em
cada andlise. A magnitude do sinal analitico e a precisdo dos
resultados podem ser afetados pelo volume de cada frag8o da
amostra inserida no percurso analitico e pelo volume total da
aliquota. Para estudar este efeito foram variados: o intervalo
de tempo de acionamento das vavulas de 0,10 a 0,50 s em
intervalos de 0,10 s; e 0 nimero de ciclos de amostragem de 2
a 10 sem intervalos de 2 s. A partir destes experimentos esta-
bel eceu-se os valores 6timos das variaveis estudadas. Para ave-
riguar o desempenho do sistema proposto, determinou-se écido
ascorbico em um conjunto de amostras de farmacos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Em um moédulo de andlise com amostragem binéaria, as
aliquotas das solugdes da amostra e do reagente sdo introduzidas
sequencialmente no percurso analitico. A mistura entre as solu-
¢des ocorre por dispersdo a partir das interfaces de contato das
mesmas?*?”, Em vista disso, 0 volume das aliquotas e o compri-
mento do percurso analitico exercem um efeito marcante na
homegeneizacdo das solucbes. O pH da solucdo carregadora foi
fixado em 2,2 para evitar a formagdo de hidréxido de ferro, o
gue poderia interferir naformagéo do complexo ferro-tiocianato.
Para ndo haver gradientes de acidez, todas as solucBes foram
preparadas com a mesma solucdo usada como carregador.

O efeito do comprimento do percurso analitico (Fig. 1) foi
verificado empregando-se bobinas de reac8o de 25; 50; 60; 100
e 150 cm e os resultados sdo mostrados na figura 2. Tomando-
se como referéncia o percurso de 25 cm, observa-se que as
curvas a e b apresentam atenuagdes de 50 e 60% para os per-
cursos de 100 e 150 cm, respectivamente, enquanto que para a
curva ¢, o efeito foi mais acentuado (70 e 85%). Estes resulta-
dos demonstram que o comprimento do percurso analitico deve
ser estabelecido, considerando-se a faixa de concentrages que
se desgja trabal har.

As curvas mostradas na figura 3, foram obtidas variando-se
a vazdo de amostragem, e observa-se que a resposta apresenta
uma tendéncia linear. O intervalo de tempo de amostragem foi
mantido constante (0,20 s), portanto para cada ciclo, o volume
das aliquotas da amostra variou de 3,0 a 8,0 pL em funcédo da
variagdo da vaz@o. Convém salientar que comportamento se-
melhante foi também observado em trabalho anterior?’.

A eficiéncia de mistura entre as soluges da amostra e dos
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Figura 2. Efeito do comprimento da bobina de reagdo. A =
absorbancia; as curvas a, b e ¢ correspondem as concentragdes de
0,10; 0,50 e 1,00 mmol L ** de 4cido ascérbico, respectivamente.
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Figura 3. Efeito da vazdo de amostragem. A = absorbéancia; as cur-
vas a, b e c correspondem as concentrages de 0,10; 0,50 e 1,00 mmol
L " de 4cido ascorhico, respectivamente.

reagentes, além das caracteristicas fisico-quimicas das mesmas,
depende do volume de cada aliquota. O didmetro interno da
bobina de reac8o era de 0,8 mm, assim o volume de 1 pL de
solucdo ocupava um espaco de 2 mm no interior do tubo. Na
otimizagdo das varidveis procurou-se estabelecer um compro-
misso entre os volumes das aliquotas inseridas e o0 comprimen-
to do percurso analitico, visando obter uma boa mistura. Nos
experimentos realizados para tragar as curvas das figuras 2 e 3,
observou-se que os registros dos sinais analiticos em fungao
do tempo, ndo apresentavam ondulagfes, 0 que indicava boa
homogeneizagdo. Esta condi¢éo foi obtida com percursos ana-
liticos a partir de 60 cm e volumes das aliquotas das solucdes
entre 4 e 8 pL. Entdo, baseando-se nestas observagdes, fixou-
se para 0s experimentos adicionais, percurso analitico de 60
cm, vazdo de bombeamento de 1800 pL min? e tempo de
amostragem de 0,20 s (6,0 pL). O método de determinacéo foi
baseado na destruicdo do complexo [Fe**(SCN),]**" pela re-
ducéo do Fe3* com &cido ascorbico, sendo necessario manter
um excesso do reagente cromogénico (SCN°) em toda extensao
da zona da amostra. Esta condicéo foi alcangada, inserindo-se
volumes iguais das solucdes de Fe>* e SCN", sendo as concen-
tragBes fixadas em 2,2 x 102 e 1,5 x 102 mol L%, respectiva-
mente. A vazdo foi fixada em 30 pL s?, e o intervalo de tempo
de acionamento das vélvulas V4, V3 e V4 (Fig. 1) em 0,20 s.
Assim, o volume inserido no percurso analitico em cada ciclo
de amostragem era de 18 pL (6 pL para cada solucéo). Deste
modo, para gjustar a magnitude do sinal analitico a faixa
operaciona do espectrofotébmetro, bastava programar o micro-
computador para repetir o nimero de ciclos de amostragem
guantas vezes fosse necessario.
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Verificou-se que para solucBes de amostras na faixa de con-
centragdes de 1,0 x 10% a 1,0 x 10° mol L™, utilizando-se
aliquotas de solugdo da amostra de 48 L, obtinha-se uma curva
analitica linear. Este volume era obtido efetuando-se oito ci-
clos de amostragem, portanto, inicialmente a zona de amostra
tinha um volume de 144 pL, que correspondia aproximada-
mente a 50% do volume do percurso analitico. Observou-se
que o intervalo de tempo necess&rio para que toda zona da
amostra passasse pelo detector era 30 s. Considerando-se que o
intervalo de tempo de amostragem era 4,8 s (8 ciclos de 0,6 s),
entdo, poderiamos prever que uma velocidade analitica de 100
determinacgBes por hora seria alcancada. Experimentos prévios
indicaram que, programando-se 0 microcomputador para iniciar
0 novo ciclo de amostragem 25 s ap6s o término do anterior ndo
haveria superposi¢cdo (carry over) entre as duas zonas de amos-
tra. Este recurso possibilitou aumentar a frequéncia de
amostragem e deduz-se a partir da figura 4, que uma velocidade
analitica de 120 determinacBes por hora foi alcancada.
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Figura 4. Registros dos sinais gerados pelo espectrofotdmetro. A =
absorbancia. Da direita para a esquerda: padres de 1,0; 0,75; 0,50;
0,25; 0,10; 0,00 mmol L™ de acido ascérbico seguidos de 8 amostras.

Os registros mostrados na figura 4 indicam boa estabilidade
do sistema com o decorrer do tempo e boa repetibilidade. A
exatiddo foi averiguada empregando-se 0 método baseado na
titulagdo com iodato®, os resultados sdo mostrados na tabela 1
e indicam boa concordéncia. As amostras de comprimidos efer-
vescentes apresentaram resultados discordantes, talvez causa-
dos pela presenca de &cido citrico, geralmente utilizado como
aditivo para conferir sabor 4cido em algumas formulagdes®®.
Conforme mostra os resultados desta tabela, este efeito foi
minimizado empregando-se a técnica de adi¢do de padr&o.

Outras caracteristicas analiticas importantes tais como, con-
sumo de reagente de 58 pL SCN°), desvio padréo relativo de
1,5% (n = 7), faixa de resposta linear de 0,10 a 1,00 mmol L™
e limite de deteccfio de 0,06 mmol L™ (3 x o) foram obtidas.
Além disso, o procedimento possibilita que as determinacfes
sejam efetuadas dissolvendo-se os comprimidos em agua, ndo
requerendo nenhum tratamento prévio a andlise.
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Tabela 1. Comparacdo entre 0 método oficial e 0 método proposto.

Amostras Método FIA (g) Método Oficial (g)
1 0,55 + 0,01 0,59 + 0,01
2 0,51 + 0,01 0,54 = 0,01
3 0,52 + 0,01 0,50 = 0,01
4 1,12 + 0,01 1,10 £ 0,01
5 1,10 + 0,02 1,08 + 0,02
6 1,05 + 0,02 1,09 + 0,02
7 0,98 + 0,02 1,03 + 0,02
8* 0,23 £ 0,01 0,24 + 0,01
9* 0,50 * 0,02 0,48 = 0,03

10* 0,21 = 0,01 0,25 + 0,01
11* 0,87 £ 0,03 0,89 = 0,04

* Amostras contendo &cido citrico, determinagdo efetuada com
adicéo de padréo.
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