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INFLUENCE OF ANTAGONIC PROCESSES ON THE DEVELOPMENT OF FLOW ANALYSIS SYSTEM FOR
SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF PROPYLTHIOURACIL IN MEDICATIONS. A multi-commuted flow system
was developed to determine propylthiouracil (PTU) based on the reaction of its thiol form with iminoquinone radical generated by
the oxidation of N,N-dimethyl-p-phenylenediamine in an alkaline medium. PTU can be found in tautomeric forms and the tautomeric
equilibrium was displaced to enhance the thiol form. However, the reaction product is unstable and its residence time in the flow path
was carefully investigated. The proposed procedure showed good precision (< 1.5%) and a limit of detection (30) of 0.11 mg L.
High recoveries were obtained in the validation test. The procedure was employed for propylthiouracil determination in medications.
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INTRODUCAO

As novas tecnologias, 0s investimentos nas pesquisas, a am-
pliagdo da producio e a facilitacdo das condigdes para a aquisicao
de medicamentos pela populagdo foram algumas das causas que
explicam a expansdo da industria farmacéutica. Esse crescimento
acarreta também a necessidade de se estabelecer protocolos para a
quantifica¢do dos farmacos presentes nos medicamentos que estao
disponiveis no mercado.! Por vezes, as farmacopeias fornecem apenas
os protocolos para a determinacdo da pureza do principio ativo na
matéria-prima, sem trazer detalhes referentes a procedimentos que
permitam a avalia¢do dos mesmos farmacos nas formas em que os
medicamentos sdo comercializados. Essa dificuldade pode ser exem-
plificada pelo propiltiouracil (PTU), para o qual ha poucos métodos
analiticos disponiveis.>” O PTU € o principio ativo de medicamentos
usados no tratamento do hipertireoidismo. Ele tem sido usado desde
a década de 1950 e seu mecanismo de a¢@o se baseia na inibi¢do
da sintese da tiroxina (T4) e da tri-iodotironina (T3), pela remocao
do iodo livre numa das etapas da bioprodu¢do desses hormonios.®
Mais recentemente, o PTU foi adotado como referéncia de amargor
e aplicado em estudos sobre a transmissio genética da sensibilidade
gustativa e em investiga¢des sobre hdbitos alimentares.’

A caréncia de métodos para a determinagdo de PTU se justifica pelo
fato desse composto existir em equilibrio tautomérico. Diferentemente
de outras isomerias, a tautomeria se caracteriza por equilibrios dina-
micos regidos pela interconversdo de espécies através de rearranjos
intramoleculares de dtomos de hidrogénio (como no caso do PTU) ou
de heterodtomos. !’ As proporgoes entre os tautdmeros numa soluc¢ao sao
fortemente afetadas por fatores estruturais, pelo sistema solvente e pelo
pH do meio. Assim, a reatividade de um tautomero serd drasticamente
afetada com pequenas alteracdes nas condi¢oes do meio reacional.'! No
caso do propiltiouracil, observa-se no equilibrio tautomérico (Figura 1)
a alterac@o da funcao tioamida para um grupo tiol (I a III), aumentando
a reatividade da molécula e possibilitando que reagdes caracteristicas
para compostos ti6licos venham a ocorrer.
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Figura 1. Estruturas candnicas relativas ao equilibrio tautomérico do pro-
piltiouracil (PTU)

Caso o objetivo analitico seja quantificar uma das espécies em
equilibrio tautomérico, os procedimentos analiticos serdo complexos
e tenderdo para a aplicacdo de técnicas hifenadas de andlise.'”"
Conhecer a concentragdo de um tautdmero nio necessariamente
satisfaz as necessidades dos ensaios de controle de qualidade, visto
que na legislacdo ndo ha informagdo sobre as concentracdes limites
para cada tautdmero, nem sobre as proporgdes entre eles.

Formas tautoméricas do acido iboténico (tautomerismo ceto-
-endlico) foram anteriormente separadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa, mas o acido iboténico foi determinado
empregando sistema de andlises por inje¢do em fluxo com detec¢do
por espectrometria de massas.'*Esse foi o inico procedimento descri-
to na literatura que explorava as andlises em fluxo para a identificacdo/
determinacio de espécies que apresentam tautomerismo. As andlises
em fluxo séo especialmente interessantes para aplicagdo em processos
que dependem do tempo, como nos métodos cinéticos de andlise,"”
métodos quimiluminescentes;'® ou, generalizando, nos processos
em que a espécie sob monitoracdo ndo € estavel.' Os processos de
analises em fluxo t&ém em comum a dispersdo controlada. Nos pro-
cedimentos de andlises em fluxo em linha Unica, a mesma dispersio
que favorece a formagao do produto de uma reacio em linha também
é responsével pela dilui¢do do produto.’ O perfil de dispersdo ou
diluicdo da zona de amostra ao longo do percurso analitico pode ser
alterado, devido a variagdes na geometria e/ou nos parametros hidro-
dindmicos do sistema de andlise. Em outras palavras, a otimizacio
dos parametros de qualquer procedimento de andlises em fluxo visa
equacionar a influéncia de processos antagdnicos (reacdo e dilui¢do)
de modo a garantir as melhores figuras de mérito possiveis.

Sistemas de andlises em fluxo operam em condi¢@o de ndo equi-
librio, ndo sendo necessdrio aguardar longos intervalos de tempo
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para que uma reagdo lenta se complete. Em contrapartida, caso uma
rea¢do produza uma espécie intermedidria com tempo de vida breve,
a medida dessa espécie deverd ser realizada tdo mais rapidamente
quanto mais rdpida a sua decomposi¢do. Um evento que ocorra em
intervalo de tempo curto exigird controle mais acurado de tempo, de
modo a garantir a exatidao e precisao do processo. Assim, entende-
-se que a exatidao e precisio dos procedimentos multicomutados de
andlises em fluxo serdo fortemente dependentes do rigido controle
de tempo de cada operag@o que compde o processo.’!

No presente trabalho foi desenvolvido um sistema multicomutado
de andlises em fluxo para a determinag¢@o espectrofotométrica de PTU
em amostras de medicamentos. A configuracio e os parimetros desse
sistema foram ajustados para compensar os efeitos antagonicos do
deslocamento do equilibrio tautomérico do analito para sua forma
tidlica, seguida da formac@o de um derivado cromogénico (etapa
lenta) e a conversao desse derivado cromogénico e instdvel do analito
para o produto final (etapa rdpida).

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

O sistema multicomutado de anélises em fluxo foi composto por
uma bomba peristaltica Minipuls 3 (Gilson, Villers le Bel, Franga);
espectrofotdmetro Femto 700 Plus (Sao Paulo, Brasil) equipado com
célula de fluxo em borossilicato com 10 mm de caminho ptico e
volume interno de 80 uLL da Hellma (Alemanha); quatro valvulas so-
lenoides de trés vias da NResearch modelo 161T031 (West Caldwell,
EUA); linhas de fluxo e bobina de mistura construida com tubo de
polietileno com didmetro interno de 0,8 mm; microcomputador
equipado com interface eletronica PCL-711S (Advantech, Taiwan,
China). Um software para o controle das valvulas solenoide e para a
aquisicdo de sinais gerados pelo espectrofotdmetro foi desenvolvido
em QuickBasic 4.5 (Microsoft).

Reagentes, solucoes e amostras

Os reagentes usados tinham grau analitico de pureza e suas
solugdes foram sempre preparadas com dgua desionizada. Agua foi
usada como fluido transportador em todos os ensaios realizados no
sistema multicomutado de andlises em fluxo.

Solugdo estoque de propiltiouracil 100 mg L foi preparada
pela dissolug@o de 10 mg de PTU (Galena, Sdo Paulo) em 5 mL de
metanol (F. Maia, Brasil), seguida da adicéio de dgua até atingir o
volume de 100 mL. Solucdes de referéncia de propiltiouracil na faixa
de concentragdo entre 2,5 e 30 mg L' foram preparadas pela dilui¢ao
apropriada da solugd@o estoque com dgua.

Para a determinac@o de PTU foram utilizadas solugdes aquosas
de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina (DMPD, Aldrich, Alemanha) e
K,Fe(CN), (Quimex, Brasil). Solu¢ido aquosa de DMPD 0,5 mmol
L' foi diariamente preparada pela dissolucdo de 11,60 mg de sulfato
de DMPD em 100 mL de dgua. Apds o ajuste do volume e homoge-
neizacdo, a solu¢do de DMPD foi transferida para frasco ambar para
evitar sua fotodecomposi¢do. Uma solugdo 0,15% (m/v) K;Fe(CN),
foi preparada pela dissolugdo de 75 mg de K,Fe(CN), em 50 mL de
solugdo tampao borato 0,2 mol L' a pH 10.

As amostras de medicamentos produzidas por diferentes labora-
tdrios farmacéuticos foram adquiridas no comércio local. As amostras
analisadas continham em suas composicdes 100 mg de PTU, mas
seus excipientes eram variados (amido de milho, carbonato de célcio,
estearato de magnésio, povidona, entre outros). Para a determinacio
da massa média de cada comprimido foram medidas individualmen-
te as massas de 10 comprimidos aleatoriamente escolhidos de um
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dado lote de cada medicamento.> Em seguida, os 10 comprimidos
de um mesmo medicamento foram triturados. O material finamente
dividido foi quarteado e, entdo, foram tomadas aliquotas de cada
amostra de forma que a massa de PTU nas aliquotas correspondesse
a ca. 10 mg. A aliquota de cada medicamento foram adicionados 5
mL de metanol e, apds vigorosa mistura, a dispersdo foi submetida
a filtragdo. Finalmente, o filtrado foi recolhido em baldo volumétrico
com capacidade para 100 mL e o volume completado com dgua até
0 menisco. Assim, as solugdes de PTU obtidas a partir das aliquotas
dos diferentes medicamentos apresentavam concentracdo final de
ca. 100 mg L.

Testes de interferéncia foram realizados com tioureia, até concen-
tragdo de 150 mg L. Foi preparada solugdo estoque para os testes de
interferéncia do método pela dissoluc@o de 20 mg de tioureia (Merck,
Alemanha) em 100 mL de dgua.

Procedimentos

O diagrama de fluxo proposto € apresentado na Figura 2. Para
a limpeza das linhas, todas as vdlvulas foram desativadas para que
somente o transportador (dgua) fluisse pelo percurso analitico a vazao
de 2,8 mL min’'. Para a inser¢@o de uma aliquota de amostra (ou de
uma das solugdes de referéncia) no percurso analitico, as valvulas
V, e V, foram simultaneamente ativadas de forma a interromper a
inser¢do do carregador para que apenas a solugdo da amostra fluisse
pelo percurso analitico a vazio de 3,4 mL min™'.
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Figura 2. Representagdo do sistema multicomutado de andlises em fluxo
desenvolvido para a determinagdo espectrofotométrica de PTU em medica-
mentos. V,, V,, V, e V, = vdlvulas solenoides de 3 vias; y e x = confluéncias;
BI = bobinas de mistura (60 cm), D = detector espectrofotométrico (A =475
nm); AT, AT,, AT, e AT, = intervalos de tempo de ativagdo/desativagdo das
valvulas solenoides

Nos ensaios preliminares foi observado aumento significativo do
sinal analitico pela inser¢do concomitante das aliquotas dos reagentes
(DMPD e ferricianeto) apds a aliquota da amostra ser inserida no
percurso analitico. Assim, para a inser¢ao simultinea das solucdes dos
reagentes (DMPD e Fe(CN)*) no percurso analitico a vazao de 3,4
mL min™, as vdlvulas V|, V, e V, foram concomitantemente ativadas.
Ao aplicar essa estratégia, foi garantido que enquanto as aliquotas das
solucdes da amostra e dos reagentes eram introduzidas no percurso
analitico, o fluxo do transportador estaria interrompido, uma vez que
V, esteve sempre ativada enquanto V,, V; e V, também estiveram.

Como destacado no diagrama de tempo da Figura 2, o processo
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para a determinacio da concentragdo de PTU nas soluc¢des dos me-
dicamentos, empregando o sistema multicomutado de andlises em
fluxo, ocorreu em quatro etapas executadas sequencialmente e cujas
operagdes sdo descritas a seguir:

Etapa 1. Ativar simultaneamente as valvulas solenoides V, e V,
e manté-las nesse estado por (AT,) 1,5 s. Nessa condigdo, o fluxo
de 4gua (transportador) no percurso analitico € interrompido para a
inser¢do, na posi¢do x, de uma aliquota da soluciio da amostra (ou
solucdo de referéncia de PTU).

Etapa 2. Desativar simultaneamente as valvulas V, e V, para que
adgua flua a partir de V , transportando a zona da amostra da posi¢do
x até a confluéncia y (10 cm). Manter essa condigdo por (AT,) 1,0 s.

Etapa 3. Ativar simultaneamente as vélvulas V,, V; e V, para
interromper o fluxo de dgua (transportador) e introduzir as aliquotas
do reagente cromogénico (solucdo de DMPD) e do oxidante (solugio
de K,Fe(CN)y), a partir das vdlvulas solenoides V, e V,, respectiva-
mente. Para adicionar as aliquotas dos reagentes, manter V,, V e V,
ativadas por (AT, = AT,) 0,75 s.

Etapa 4. Desativar concomitantemente as valvulas V, V; e
V,. Manter todas as valvulas desativadas (AT,) por 60 s, de modo
a garantir o transporte da zona de reag¢do da confluéncia passando
pela bobina de mistura (B,) até atingir o detector (475 nm), bem
como para o recondicionamento das linhas para uma nova tomada
de aliquota de amostra.

Para a avaliac@o de possiveis erros sistemdticos resultantes da
aplicacdo do procedimento de andlises em fluxo proposto, foram
determinadas em triplicata a concentragdo de PTU na matéria-prima
aplicando o método espectrofotométrico de andlises em fluxo propos-
to e o método volumétrico de referéncia descrito nas farmacopeias
americana e europeia.>* Para a determina¢do de PTU em amostras
do insumo pelo método de referéncia (titulacio de neutralizagdo com
detec¢do potenciométrica do ponto final) foram tomadas 300 mg da
matéria-prima e, ap6s a adicdo de 30 mL de solu¢iio de NaOH 0,1 mol
L', a mistura foi levada a ebuli¢@o sob agitacdo para hidrélise do PTU.
Em seguida, foram adicionados a mistura 50 mL de solu¢do 0,1 mol L™!
de AgNO, mantendo o aquecimento por 5 min, visando a precipitagdo
de compostos oriundos da degradagdo do PTU. Apds resfriamento, o
acido sulfurico gerado em solugdo apds a hidrélise alcalina foi titulado
contra solugdo padronizada 0,1000 mol L' de NaOH.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito das condicdes reacionais sobre o equilibrio tautomérico
do propiltiouracil

Para iniciar as investiga¢des foi estabelecida uma sequéncia de
assertivas: uma das formas tautoméricas do PTU ¢€ tidlica; os tidis
podem reagir, como os sulfetos, com o radical iminoquinona produ-
zido pela oxidacdo do DMPD;** a reagio entre sulfetos e DMPD leva
a formacgdo de corante fenotiazinico e, corantes apresentam elevada
absortividade; induzindo a afirmar que o produto gerado pela reacdo
entre a forma tidlica do PTU e a espécie radicalar produzida pela
oxidagdo do DMPD serd corado e apresentard alta absortividade.

Foram realizados estudos preliminares explorando a interagao entre
0 DMPD e PTU em meio dcido (HC1 0,2 mol L") e empregando Fe**
como oxidante, mimetizando as condi¢oes de reagdo do sulfeto com o
radical iminoquinona em meio 4cido.?* Contudo, o perfodo necessario
para a reagdo entre o DMPD e o PTU em meio 0,2 mol L' de HCI
mostrou-se muita longo, o que compromete sua aplicacdo em rotinas
de laboratérios de controle de qualidade. Em meio 0,2 mol L' de HC1
foi necessdrio aguardar mais de 25 min para a produgio de quantidade
aprecidvel do produto. Em contrapartida, o periodo necessério para
completar a reacdo em meio alcalino foi curto; o que € interessante, do
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ponto de vista das andlises quimicas. Porém, ao alterar as condigdes do
meio reacional de 4cido para alcalino foi necessario também substituir o
agente oxidante. Assim, o Fe** foi substituido por solu¢io de Fe(CN)*.
Nos estudos preliminares executados em batelada e em meio alcalino
foi constatado que o sinal gerado, logo apds a mistura dos reagentes,
era muito elevado (Figura 3). Adicionalmente, foi constatada (Figura
3) a diminui¢do do sinal analitico com o tempo apds a mistura dos
reagentes em meio alcalino e que essa diminuicdo do sinal analitico
foi mais expressiva para reagdes em meios mais alcalinos. Essas cons-
tatagdes levaram a crer que a reagdo entre o radical iminoquinona e o
PTU em meio alcalino produzia um intermedidrio instdvel, mas com
elevada absortividade molar. Realizou-se um estudo mais detalhado
sobre a influéncia do pH do meio reacional na estabilidade do produto
da reacdo DMPD/Fe(CN),* com PTU e os dados sdo apresentados na
Figura 3. O comportamento observado nessa etapa da investigacio
deve estar associado com a predominancia entre os tautomeros do
PTU para diferentes condic¢des de alcalinidade do meio. Os resultados
obtidos indicaram que em meios de maior acidez, as formas ndo ti6-
licas do PTU foram predominantes (Figura 1; estruturas I e II). Dessa
forma, a interag@o entre o radical iminoquinona gerado (DMPD**) e
o grupamento tidlico ocorreria em menor extenséo, sendo necessdrio
o deslocamento do equilibrio tautomérico para garantir a formacao
de quantidade aprecidvel do produto a ser espectrofotometricamente
monitorado. Por outro lado, em meio mais fortemente alcalino, o equi-
librio tautomérico seria deslocado no sentido da formagao da espécie
tidlica e de sua base conjugada (Figura 1; estruturas III e IV), o que
conduziria a uma diminui¢do do periodo necessdrio para a formacio
do produto da reacdo com o radical iminoquinona.
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Figura 3. Perfis de decaimento do sinal analitico para reagdo entre solugdo
de PTU (20 mg L"), solu¢d@o de DMPD (1,5 x 10 mol L") e solugdo 0,5%
(m/v) de Fe(CN);* para diferentes valores de pH

A instabilidade da espécie sob monitora¢do produzida pela re-
acdo do PTU em meio alcalino levou a necessidade de se empregar
um sistema automatizado de analise. Neste sentido, foi necessario
diminuir o tempo de permanéncia da zona de amostra apds a adi¢do
das aliquotas dos reagentes para garantir a formacao da espécie de
interesse e minimizar a sua degradacdo (Figura 3). O emprego de
sistema multicomutado de andlises em fluxo propiciou ndo somen-
te 0 aumento na taxa de amostragem, como também aumento da
sensibilidade. Assim, para as avaliagdes posteriores, o pH do meio
reacional foi fixado em 10.

Avaliacio das condicoes experimentais

Os primeiros parametros avaliados foram as concentracoes das so-
lucdes de DMPD e de Fe(CN)*, mantendo invaridvel a concentragio
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da solugéo de referéncia em 20 mg L' de PTU. O efeito da concen-
tracdo de DMPD sobre o sinal analitico foi avaliado na faixa de 0,1
a 1,5 mmol L''; enquanto que, para a solugdo do oxidante, a faixa de
concentragdo variou de 0,05 a 0,5% (m/v). No sistema multicomutado
de andlises em fluxo ndo foi observado aumento significativo do sinal
analitico para 95% de confianca, para concentragdes superiores a 0,5
mmol L' de DMPD. Logo, a concentracdo de 0,5 mmol DMPD L
foi selecionada para estudos seguintes. A concentracio do oxidante
que levou aos melhores resultados foi 0,15% (m/v). Para concentra-
¢oes da solugio de Fe(CN)* maiores que 0,15% (m/v) foi observada
diminui¢@o do sinal liquido. Isso ocorreu devido ao aumento con-
sideravel da concentrag¢do da forma oxidada do DMPD no branco.
A forma oxidada do reagente cromogénico apresenta maximo de
absor¢do em regido préxima ao do maximo de absor¢do do produto
sob monitoragdo (475 nm).

O efeito do volume das aliquotas dos reagentes sobre o sinal ana-
litico foi também avaliado. A concepcao do sistema multicomutado
de andlises em fluxo previa a inser¢do simultanea das aliquotas dos
reagentes (DMPD e Fe(CN)*). Portanto, o intervalo de tempo de
acionamento das valvulas responsdveis pela introdugao das aliquotas
de DMPD e Fe(CN),* foi igual. Foi avaliado o volume dos reagentes
(solucdo de DMPD e solugdo de Fe(CN)*) entre 21,25 e 56,5 pL.
Observou-se que para longos intervalos de tempo de acionamento das
vélvulas dos reagentes houve a diminui¢édo do sinal liquido. Logo,
para os ensaios posteriores, foram fixados em 42,5 uL os volumes das
solu¢des de DMPD e de Fe(CN),*. Nas condigdes estabelecidas, o
sistema multicomutado proposto de andlises em fluxo para a determi-
nagdo de PTU produziu 1,2 mL de volume residual por determinagao.

Na avaliacdo do desempenho analitico considerou-se o compri-
mento da bobina de reagdo (B,) como um pardmetro critico. Essa
importancia foi justificada pelo fato do método de determinacio da
concentraciio de PTU ser baseado na monitora¢do de uma espécie
intermedidria, instdvel e que, portanto, se degrada enquanto € en-
derecada para o detector. Em outras palavras, pdde ser antecipado
que quanto maior o tempo de permanéncia do produto da reacdo no
percurso analitico, menor seria a sensibilidade do método. O efeito
do comprimento da bobina de reagio (de 40 a 140 cm) sobre o sinal
analitico foi estudado e € mostrado na Figura 4. Foi observado aumen-
to significativo no sinal analitico (ca. 90%) quando o comprimento
de B, variou de 40 para 60 cm, evidenciando, nos primeiros instantes
apoés a mistura, a prevaléncia do processo de deslocamento do equili-
brio tautomérico do PTU no sentido de aumentar a propor¢do de sua
forma tidlica. Também pode ser observada (Figura 4) diminui¢do do
sinal analitico em 70% com o aumento do comprimento da bobina
de reacdo de 60 para 100 cm, o que indica que quando a zona de
amostra atingiu o detector o fendmeno de degradac@o do produto da
reacao no percurso analitico foi o prevalente. Logo, para os ensaios
posteriores foi empregada bobina de reacdo com 60 cm.

Finalmente, avaliou-se o efeito da vazdo do fluido transportador
sobre o sinal analitico. A investigacdo foi feita para vazdes entre 2,0
e 4,6 mL min”', sendo observado aumento do sinal analitico com o
aumento da vazdo de 2,0 para 2,8 mL min'. Similarmente ao que havia
sido constatado na avaliagdo do efeito do comprimento da bobina de
reagdo sobre o sinal analitico, observou-se diminuig¢do linear do sinal
analitico com o aumento da vazdo do transportador a partir de 2,8
mL min’. Assim, para o procedimento proposto foi fixada a vazdo
de 2,8 mL min™' para o fluido transportador, garantindo dessa forma
frequéncia analitica superior a 55 determinagdes por hora.

As avaliacdes dos efeitos da varia¢ao da vazao do transportador
e do tamanho da bobina de reag@o sobre o sinal analitico levaram
a resultados concordantes e ratificaram a influéncia do tempo de
residéncia sobre o desempenho analitico. Os resultados demons-
traram que o maior sinal analitico liquido foi obtido para vazdo do
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Figura 4. Avaliagdo do efeito do comprimento do percurso analitico sobre o
sinal para o sistema multicomutado de andlises em fluxo (n = 3). Condi¢des:
42,5 uL de Fe(CN);>0,15% (m/v), 42,5 uL DMPD 0,5 mmol L' e 170 uL de
PTU 20 mg L, vazdo transportador = 2,8 mL min™!

transportador igual a 2,8 mL min™, indicando que dois processos
antagdnicos (producdo e degradacdo) sdo os responsdveis pelo de-
sempenho desse método de andlise. Em outras palavras, para adequar
o desempenho do procedimento analitico foi imperativo assegurar:
intervalo de tempo suficientemente longo para que houvesse a maxima
conversdo dos tautomeros do PTU para sua forma tidlica pelo des-
locamento do equilibrio tautomérico; e, uma vez formado o produto
da reacdo que o intervalo de tempo fosse suficientemente curto para
a medida da espécie intermediaria, minimizando sua degradacao
em linha. Assim, os processos foram separadamente avaliados para
definir os valores dos parametros do sistema (comprimento da bobina
de reacdo) e de fluxo (vazdo do carregador) que garantissem o maior
sinal liquido. Nesse contexto, o controle do tempo para cada operacio
assumiu um cardter preponderante, uma vez que variagdes no tempo
de permanéncia da zona de amostra no percurso analitico também
prejudicariam a precisdo. Assim, foi garantida, por sincronizagio, a
constancia da vazdo e dos intervalos de tempo para a amostragem
das aliquotas das solugdes (amostra e reagentes) e para o transporte
da zona de amostra até o detector. Um controle menos rigido dos
periodos de ativacdo e desativacao das valvulas solenoides (V,, V,,
V, e V,) comprometeria significativamente a precisdo do método;
enquanto que a escolha inadequada dos intervalos de tempo para as
tomadas de aliquota de amostra (AT,) e reagentes (AT,, AT,), bem
como do tempo de residéncia (AT)), afetaria a sensibilidade analitica
e, consequentemente, os limites de detec¢do e de quantificagdo.

Validacio e aplicacio do procedimento analitico

A acurédcia do método proposto foi avaliada pela comparacio
dos resultados de concentracdo de PTU na matéria-prima obtidos
empregando o procedimento desenvolvido neste trabalho e o método
de referéncia, o qual ndo € recomendado para a determinacio de PTU
em medicamentos. Neste sentido, os métodos proposto e de referéncia
foram aplicados em quintuplicata a matéria-prima, sendo obtidos
os valores de 292 + 4 e 301 + 7 mg, respectivamente. Os resultados
obtidos para a matéria-prima pelos dois métodos foram concordan-
tes, aplicando-se teste # para 95% de confianga. Entretanto, deve ser
ressaltado que ndo foi possivel a aplicagdo do método volumétrico
para a quantificagdo de PTU em amostras de medicamentos, devido
a presenca de interferentes, como o amido. Portanto, para avaliar
possiveis efeitos de matriz sobre o procedimento analitico proposto
foram realizados ensaios de recuperacio. Os ensaios de recuperagio
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foram executados com as amostras de medicamento, pela adigdo de
quantidades distintas e conhecidas do padrdo. Pelos resultados obti-
dos, a recuperagdo variou entre 92 e 104%, evidenciando a auséncia
de erros sistemdticos no procedimento multicomutado de andlises
em fluxo proposto.

Na Tabela 1 s@o apresentados outros parametros de desempenho
relacionados ao método analitico proposto. Os limites de deteccio
(30) e de quantificacdo (100) para o procedimento analitico pro-
posto foram estimados para 10 determinagdes de PTU em brancos
independentes em 0,11 ¢ 0,37 mg L, respectivamente. A linearidade
do método analitico foi avaliada (S, = 0,013.C,,, + 0,002) e ficou
evidenciada a resposta linear (R = 0,9996) para concentragdes do
analito (C,,) de 2,5 a20 mg L. A precisdo do método foi avaliada
em 1,4% (n = 5) para concentracdo de PTU de 5 mg L!. O método
desenvolvido apresentou sensibilidade igual a 0,013 L mg'.

Uma impureza comumente encontrada em medicamentos a base
de PTU € a tioureia.”® Assim, foi avaliado o efeito desse composto
como possivel interferente para o método de determinagio de PTU.
Os ensaios foram realizados em solugdes 10 mg L' de PTU contendo
tioureia na faixa de concentracio entre 0 e 150 mg L. Nao foram
observadas variacdes > 5% do sinal analitico, mesmo para solucio
com concentragdo de tioureia 150 mg L.

Excipientes comumente presentes nas formulac¢des farmacéuticas
de PTU, como glicolato de amido sédico, povidona, estearato de mag-
nésio, amido e carbonato de cdlcio ndo apresentaram interferféncia
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Tabela 1. Caracteristicas do desempenho do procedimento multicomutado de
andlises em fluxo para determinagdo espectrofotométrica de propiltiouracil
apos dissolucdo em dgua

Figura de mérito Meétodo proposto
Concentragdo méaxima do analito, mg L! 20
Sensibilidade, L mg! 0,013
Limite de detec¢do, mg L™ 0,11
Limite de quantificacdo, mg L' 0,37
Desvio padrio relativo (20 mg L', n=5) 1,4%

Taxa de amostragem, h’! 55

na metodologia desenvolvida em funcdo da baixa solubilidade dessas
espécies em dgua e metanol.

Parametros de desempenho do método proposto foram compa-
rados com os reportados para outros processos de determinacgio de
PTU anteriormente publicados*” e essa comparacdo € apresentada
na Tabela 2.

O procedimento desenvolvido foi aplicado a trés formulacdes
farmacéuticas produzidas por diferentes laboratdrios farmacéuticos
brasileiros. Os resultados obtidos s@o apresentados na Tabela 3, sendo
possivel observar que todas as amostras estavam em conformidade
com o estabelecido pela legislagdo da ANVISA.»

Tabela 2. Pardmetros de desempenho de diferentes métodos de determinac@o de PTU em variadas matrizes

Principios dos métodos Matrizes Faixa linear (mg L") LD (mg L") Recuperagio (%) Ref.
EAM Medicamentos 1,3-14 0,41 n.i 2
Cinético/ EAM Medicamento e insumo 0,006-0,033 0,004 n.i 3
EAM Medicamento e insumo 0,39-4,2 n.i n.i 4
Extragdo por solvente / EAM Fluido biolégico 0,5-10 n.i 92-109 5
CLAE/EAM Fluido biolégico 0,31-40 0,05 94-103 6
Cinético / Voltamétrico Sintética 0,02-1,7 0,008 n.i 7
EAM Medicamento e insumo 0,37-20 0,11 91-104 Este trabalho

LD = limite de detec¢do (30). EAM = espectrofotometria. CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia. n.i = ndo informado

Tabela 3. Determinagio de PTU em amostras de medicamentos empregando
sistema multicomutado de andlises em fluxo proposto. Valor declarado igual a
100 mg de PTU por comprimido. Resultados expressos em termos de médias
e dos respectivos desvios padrdo da média (n = 3)

Amostra Método proposto (mg)
A 93+5
B 93+5
C 100 2
CONCLUSOES

Os resultados apresentados evidenciaram que, a despeito das
diferentes formas candnicas do PTU e da alta instabilidade da
espécie sob monitoragdo, o procedimento em fluxo desenvolvido
possibilitou a determinacdo espectrofotométrica desse farmaco em
solucdes aquosas. Apesar da elevada instabilidade do intermedidrio
formado na reacdo entre os radicais iminoquinonas e a forma ti6lica
do farmaco, o método demonstrou ser muito seletivo e sensivel para as
determinacdes nas amostras investigadas (insumos e medicamentos).
A implementac¢ido do método analitico em um sistema automatizado
de andlises, como o sistema multicomutado aqui projetado, foi jus-
tificada para garantir a preciséio nos resultados.
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