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Artigo

TURBIDIMETRIC DETERMINATION OF ANTIDEPRESSANT AMITRIPTYLINE IN FIA SYSTEM EXPLOITING THE ION-
PAIR FORMATION WITH SODIUM LAURYL SULPHATE. The present work purposes the development of an analytical method
for amitriptyline determination in pharmaceutical formulations using FIA system. It was based on interaction of amitriplyline with
sodium lauryl sulphate in acid medium (pH 2.5) resulting in the ion-pair formation turbidimetrically detected at 410 nm. The fitting
regression equation for range curve from 2.0 x 10~ up to 3.2 x 10~ mol L' was found to be analytical signal = -2.7417 + 0.1538

[amitriptyline] (r = 0.99991) with a detection limit of 1.8 x 10~ mol L"'. The precision assessed as relative standard deviation (n =

10) was found to be 2.40 and 1.94%, for the respective concentration of amitriplyline 2.0 x 10 and 3.2 x 10° mol L' and the sample

throughout was 60 h''. The accuracy of method was successfully assessed in pharmaceutical formulation after comparison with a

reference analytical method.
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INTRODUCAO

Estudos relacionados ao desenvolvimento de antidepressivos
tiveram inicio na década de 40. A amitriptilina [(dimetilamino-3
propilideno)-5 dibenzo(a, d) ciclo-heptadieno], firmaco sob estudo,
¢ um representante da classe dos antidepressivos triciclicos (ADTs)
resultantes da modificagdo do nicleo fenotiazinico. A amitriptilina
(AMT) € largamente utilizada para o tratamento dos transtornos do
humor, especialmente a depressdo, e sua estrutura esta representada

na Figura 1.
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Figura 1. Formula estrutural da amitriptilina

Quando usados em doses excessivas, os ADTs podem ser no-
civos a sadde, levando até a morte do paciente. Mesmo em doses
terapéuticas, hd a ocorréncia de diversos efeitos colaterais, tais como
sonoléncia e sedacdo excessiva; confusdo mental, secura da boca e
visdo turva. Sobre o aparelho cardiovascular hd o aparecimento de
taquicardia e modificagdes da pressdo sanguinea quando administra-
dos em superdosagem.' Por isso, o controle do teor do medicamento
administrado € importante para o sucesso do tratamento e minimi-
zacdo dos efeitos colaterais.

A farmacopéia americana recomenda a quantificagao por métodos
cromatograficos ou titulagdo com dcido percldrico.? Outros métodos
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cromatograficos também sao relatados na literatura para a quantifi-
cagdo de AMT em plasma humano.?

Para andlise de farmacos, os métodos espectrofotométricos t€ém
sido bastante empregados. Vdrias estratégias podem ser utilizadas
para essa andlise. Agentes oxidantes, como Fe (III) e metavanadato de
amoOnio, podem ser utilizados como precursores espectrofotométricos
para determinacdo de diferentes ADTs, embora os métodos propostos
requeiram meios 4cidos ou longo tempo de reagdo.*®

A formacgdo de complexos € outra alternativa utilizada para a
quantificacdo de ADTs por espectrofotometria. Podem estar baseados
na rea¢do com moléculas organicas ou com metais de transicdo. A
quantifica¢@o de varios ADTs com cloranil € relatada por Ibrahim et
al..” Abdel-Salam e colaboradores propdem o uso do reagente 2,3 -
dicloro 5, 6 diciano - p - benzoquinona (DDQ) para a avaliagido do
teor de ADTs, dentre eles a AMT, em formulagoes farmacéuticas.®
Esses dois agentes espectrofotométricos e ainda iodo foram usados
por Bebawy et al. para quantificar fluoxetina e sertralina, dois antide-
pressivos de nova geragio, mostrando a versatilidade desses agentes.’
Entretanto, as rea¢cdes com formacao desses complexos ocorrem em
meio organico, tais como uma mistura de dioxano-etanol, acetonitrila,
acetona ou dicloroetano. Além disso, as reagdes s@o lentas e reque-
rem aquecimento. A quantificacdo do complexo de transferéncia de
carga AMT-molibdato de amo6nio em H,SO, concentrado € descrita
por Aman et al..'®

O emprego de pares i0nicos, que consistem na interagao eletros-
tdtica entre o farmaco, protonado, € um contra-ion, carregado nega-
tivamente, podendo ser uma molécula organica ou um complexo de
metal, € a estratégia mais explorada para a analise de antidepressivos.
Trata-se de uma possibilidade de andlise bastante diversificada, per-
mitindo medidas espectrofotométricas, espectrométricas de absorcéo
atdmica ou turbidimétricas. Dentre os metais utilizados, € relatado o
uso de complexos de Ti(IV), Nb(V), Cr(Il) (usado para medidas por
absorcdo atdmica) e recentemente, Mo(V).""'5 E comum em todos
esses métodos a utilizagdo de solventes organicos, tais como cloro-
férmio, dlcool butilico, acetona e diclorometano, respectivamente, a
fim de solubilizar o par i6nico. Além disso, os meios reacionais sio
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extremos, com elevada concentragdo dos reagentes, por exemplo, HC1
e SCN- até 10 mol L. Dentre os exemplos de moléculas orginicas
utilizadas na formagao de pares i0nicos, encontra-se o azul de timol, o
cromo azurol S, verde de bromocresol, alaranjado de metila e alizarina
S.1416-20 Embora nao se utilizem reagentes em elevada concentracéo,
faz-se necessdrio o uso de solventes organicos para extragdo, condi¢ao
que implica em maior risco ao operador.

Medidas turbidimétricas t€m sido exploradas para a quantifi-
cacdlo de diversos tipos de farmacos. Como exemplo, Farhadi et
al. tratam de métodos para andlise de derivados N-substituidos de
fenotiazinas.?' Canaes e Fatibello-Filho desenvolveram um método
em fluxo para determinac¢do de metilbrometo de homatropina em
formulagdes farmacéuticas, empregando AgNO,.”* Calatayud e Pastor
também empregaram sistema de andlise em fluxo (FIA) com detec-
¢do turbidimétrica para quantificagdo do par idnico AMT-purpura
de bromocresol.”

Outros sistemas de andlise por injecdo em fluxo reportados na
literatura requerem extracido do composto formado, geralmente feita
utilizando dicloroetano ou cloroférmio.'”* Por fim, El-Nashar et al.
propdem a quantificagdo potenciométrica de AMT por inje¢do em
fluxo por meio do emprego de eletrodos fon seletivos construidos
pela formacao de filmes de fosfotungstato de AMT e fosfomolibdato
de AMT com PVC.*

Com base nos métodos previamente apresentados, nota-se que a
maioria requer aquecimento, longo tempo reacional, necessidade de
extracéo com solventes organicos e meios reacionais desfavoraveis.
Além disso, constata-se que sistemas FIA apresentam um potencial a
ser explorado para determina¢do de ADTs, principalmente quanto a
freqiiéncia analitica e andlise sem extragdo com solventes organicos.
O presente método explora medidas turbidimétricas em sistemas
em fluxo baseando-se na formagao do par idbnico AMT-lauril sulfato
de sédio, medido em 410 nm. A adog¢do do surfactante anidnico
como substituto das moléculas organicas comumente utilizadas e
metais responsdveis pela formagao de pares idnicos se deve as suas
caracteristicas favordveis, tais como biodegradabilidade e baixa
toxicidade, fatores importantes para o desenvolvimento de métodos
analiticos menos agressivos ao meio ambiente que se enquadrem,
desta forma, dentro do atual conceito de Quimica Verde.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio

As medidas turbidimétricas em sistema FIA foram feitas em um
espectrofotdmetro de feixe simples Femto, modelo 435 (Sao Paulo-
Brasil) equipado com uma cela de fluxo de 1,0 cm de caminho 6tico.
A aquisi¢@o de dados foi realizada por meio de uma interface PCL
711 com programagdo em macro Visual Basic (Microsoft Excel).
Um espectrofotdmetro UV-visivel Spectrum, modelo SP-2000 UV
(Xangai-China) utilizando cela de quartzo de 1 cm de caminho 6tico
foi empregado nos estudos de validacdo do método proposto. Para
propulsdo dos padrdes, amostras e reagentes foi empregada uma
bomba peristéltica Ismatec (Zurique-Suiga) de oito canais contendo
tubos de Tygon® de diferentes didmetros e tubos de polietileno 0,8
mm de didmetro interno. Um injetor proporcional de trés pegas feito
em Teflon® foi utilizado para introdugdo dos padrdes e amostras no
sistema FIA.

Reagentes e solucoes
Cloridrato de amitriptilina (= 98 %, Sigma-Aldrich, Itdlia) e lauril

sulfato de s6dio (minimo de 90%, Vetec, Brasil) foram utilizados sem
prévia purificacdo. Os demais reagentes empregados foram de grau
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analitico e todas as solugdes foram preparadas em dgua desionizada
em sistema de purificagido Milli-Q (Millipore, Brasil). A solucéo esto-
que de amitriptilina 1,25 x 10> mol L' foi preparada pela dissolugdo
de 100,0 mg do farmaco em dgua com posterior transferéncia para
baldo volumétrico de 25,0 mL. As demais solu¢des de amitriptilina
foram preparadas por meio de dilui¢des adequadas.

O preparo do lauril sulfato de s6dio (2,0 x 10~ mol L") tamponado
foi realizado pela dissolugdo de 320,4 mg de lauril sulfato de sédio e
de 375,7 mg de 4cido tartdrico (Isofar, Brasil) em baldo volumétrico
de 500,0 mL. Antes de aferir o volume do baldo volumétrico ajustou-
se 0 pH da solugdo para 2,5 com NaOH 1,0 mol L"'. Para os estudos
que envolveram a valida¢do do método foi empregado cloroférmio
como solvente extrator (Tedia, Brasil); solu¢do de alaranjado de metila
(Isofar, Brasil) 0,02% (m/v) preparada pela dissolugdo de 20,0 mg
do composto em baldo volumétrico de 100,0 mL; tampao tartarato
0,1 mol L', pH 3,0, obtido apds dissolugdo de 3,752 g de 4cido tar-
tdrico em baldo de 250,0 mL. Antes da aferi¢do do volume, o pH foi
corrigido com NaOH 1,0 mol L. Solugéo estoque de AMT 1,0 mg
mL"! foi obtida por meio da dissolu¢do de 100,0 mg do firmaco em
pequena quantidade de metanol e posterior aferi¢do do volume com
baldo volumétrico de 100,0 mL.

Sistema de anélise por injecdo em fluxo

O sistema de andlise por injecdo em fluxo por confluéncia &
representado na Figura 2. Aliquotas de 600 uL (alca de 120 cm) de
amitriptilina com concentrag¢des variando de 2,0 x 103 a 3,2 x 107
mol L' foram introduzidas no fluxo carregador (H,O) sob uma vazio
de 2,75 mL min™'. No ponto X, a zona dispersa da amostra recebe por
confluéncia o reagente lauril sulfato de sédio 2,0 x 10~ mol L' (vazao
de 2,75 mL min" e tamponado em pH 2,5 com tampdo tartarato 5,0
x 107 mol L), promovendo a formacdo do par ionico insoldvel. A
reagdo se completa através da bobina reacional, B, de 80 cm, com
posterior deteccdo turbidimétrica em 410 nm.

Otimizacio do sistema de analise por injecio em fluxo

Para otimizar o sistema de andlise por injecdo em fluxo foi utilizado
um planejamento fatorial fraciondrio 2> seguido de um planejamento
Doehlert. A adogao de planejamento fraciondrio em detrimento ao pla-
nejamento completo foi efetuada para reduzir o niimero de experimen-
tos pela metade, sem provocar, no entanto, padrdes de confundimento
entre os efeitos principais e aqueles relativos aos efeitos de interagao.
Os fatores investigados foram volume da al¢a de amostragem, vazio
do carregador, concentrac@o do lauril sulfato de s6dio e do tamp@o e o

.D_ ...... Q ...... +—— PadrGes ou amostras
H,O
E D
X B
LSS

Figura 2. Representa¢do esquemdtica da configuragdo por confluéncia do
sistema FIA adotado. Concentragdo do LSS 2,0 x 107 mol L, vazdo do car-
regador (H,0) e do LSS de 2,75 mL min’. A = al¢a de amostragem (600 uL);
B = bobina reacional (80 cm); X = ponto de confluéncia; D = descarte
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pH do carregador. Na Tabela 1, estdo reunidos os fatores com seus res-
pectivos niveis. Cabe salientar que os niveis escolhidos foram definidos
a partir de estudos prévios, justificando, por exemplo, a exclusdo da
bobina reacional para os niveis dos fatores estudados. Apds a etapa de
triagem dos fatores e de posse da significancia dos fatores no sistema
em estudo, empregou-se o planejamento Doehlert a fim de otimizar o
método. Todos os experimentos do planejamento fatorial fracionério
foram conduzidos com a concentra¢io de AMT fixa em 5,0 x 10~ mol
L', ao passo que no planejamento Doehlert a concentracdo de AMT
foi de 2,5 x 10 mol L. Os dados obtidos foram processados por meio
do programa STATISTICA (StatSoft, Tulsa, USA).

Tabela 1. Fatores e seus respectivos niveis empregados na construgao
do planejamento fatorial fracionério 25!

Nivel Nivel

Fatores .
menor (-)  maior (+)

Concentragido do Tampao (mol L' x 10%) 5,0 10,0
Concentragio do LSS (mol L' x 10%) 5,0 10,0
Vazio do Carregador (mL min™') 1,70 2,40
Volume da Alga (L) 50 150
pH do carregador 2,5 5,0

A vazdo do LSS foi igual a vazdo empregada para o carregador
(H,0)

Preparo das formulacdes farmacéuticas e determinacao de
amitriptilina

Foram obtidos comprimidos revestidos de cloridrato de amitripti-
lina de 4 empresas farmacéuticas, denominadas A, B, C e D. De cada
amostra, foram pesados 10 comprimidos e pulverizados em almofariz.
Uma quantidade adequada do comprimido foi dissolvida em 10 mL
de 4cido sulftirico 0,5 mol L', sob agitagéo (~ 10 min), seguida da
filtracdo em papel qualitativo. Posteriormente, corrigiu-se o pH dessa
solu¢ao com NaOH 1,0 mol L' até o valor de 2,5. As quantidades
pesadas de comprimido pulverizado foram feitas de modo a se obter
50,0 mL de solug¢do de amitriptilina 2,4 x 10 mol L', considerando
a dosagem declarada no rétulo do produto.

Determinacéo turbidimétrica do antidepressivo amitriptilina em sistema FIA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Medidas turbidimétricas requerem a manipulag¢@o rigorosa das
solucdes padrdo e/ou amostras para obten¢do de resultados analiticos
precisos, pois qualquer variag@o no preparo da suspensio pode acar-
retar na falta de uniformidade do tamanho das particulas formadas
e, conseqiientemente, na determinacdo analitica. Esta dificuldade ¢
pronunciada em sistemas em batelada, porém, bastante minimizada
em sistemas de andlise por injecdo em fluxo.”

O diagrama esquemadtico do sistema em fluxo € mostrado na
Figura 2. A influéncia dos fatores quimicos e de fluxo no sistema
proposto foi investigada inicialmente a partir de um planejamento
fatorial fraciondrio 2%, cuja combinagdo dos niveis e os resultados
experimentais obtidos encontram-se na Tabela 2. Cabe salientar que
a matriz geradora utilizada foi / = abcde, ou seja, os sinais da coluna
vertical para o fator pH foram obtidos multiplicando os sinais dos
demais fatores. Para avaliar a significancia das estimativas de contraste
dos fatores, primeiramente foi calculada a estimativa conjunta da va-
ridncia (sp2), com 16 graus de liberdade de acordo com a Equagéo 1

Loy —1)s?, +(n, —1)s*, M

! (n,=D+ (ny—1)

onde, n é o numero de repeticGes em cada ensaio e s> € a varidncia
obtida em cada ensaio. A partir da Equacio 1, obteve-se a estimativa
conjunta da variancia de 5,82 x 10*. Fazendo uso da Equagéo 2 ¢
possivel calcular a variancia experimental.

- - s? s’
V(estimativa de contraste) =V[R(+)]+V[R(-)]=-"+-" ()
non

onde 7 (neste caso 16) € o nimero de respostas com sinais positivos
e negativos. Assim, a variancia experimental obtida foi de 1,45 x
10, O erro experimental, também conhecido como erro padrdo da
estimativa, foi calculado extraindo a raiz da variancia experimental,
sendo, portanto 1,20 x 102 Empregando a distribuicdo 7 de Student,
pode-se construir intervalos de confianga para os valores das
estimativas e, assim, decidir quais fatores s@o significativos. Desta

Tabela 2. Combinagdes dos fatores e resultados do planejamento fatorial fraciondrio 2°'. A matriz geradora empregada foi I = abcde

N° exp. Conc. Tampao Conc. LSS VC  Volume Alca pH Sinais analiticos Sinais analiticos médios Variancia
1 - - - - + 0,460/0,458 0,459 2,00x10%
2 + - - - - 0,366/0,375 0,371 4,05x10%
3 - + - - - 0,139/0,166 0,153 3,64x10%
4 + + - - + 0,001/0,002 0,002 5,00x10°7
5 - - + - - 0,376/0,341 0,359 6,12x10°
6 + - + - + 0,314/0,323 0,319 4,05x10%
7 - + + - + 0,076/0,081 0,079 1,25x10%
8 + + + - - 0,187/0,186 0,187 5,00x10"""
9 - - - + - 1,312/1,354 1,333 8,82x10%
10 + - - + + 0,816/0,870 0,843 1,46x10%
11 - + - + + 0,205/0,211 0,208 1,80x10%
12 + + - + - 0,522/0,435 0,479 3,78x10%
13 - - + + + 0,603/0,562 0,583 8,41x10°%
14 + - + + - 0,870/0,876 0,873 1,80x10°%
15 - + + + - 0,204/0,235 0,220 4.81x10™
16 + + + + + 0,323/0,362 0,343 7,60x10*

Experimento realizado com concentra¢do de AMT = 5,0 x 10 mol L.
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forma, multiplicando o erro padrao da estimativa pelo valor de ¢ critico
(2,120) com 95% de confianca e com 16 graus de liberdade, obtém-se
o erro padrao de 2,55 x 102.* Existe influéncia significativa do fator
quando este apresenta estimativa maior que erro padrdo. Portanto,
de acordo com a Tabela 3, conclui-se que apenas a concentragdo do
tampao ndo € significativa no sistema em estudo. Apesar da auséncia
de influéncia deste fator, optou-se por fixar a concentracdo em 5,0
x 107 mol L' para os posteriores estudos, uma vez que a adogio do

tampao rendeu sinais analiticos com maior repetibilidade.

Tabela 3. Estimativas de contraste para os fatores empregados no

planejamento fatorial fracionario 23!

Relacdes entre as

colunas de sinais Contraste Estimativas
a=bcde la—> a + bede la =0,0028
b=acde lb — b + acde lb =-0,4338
c=abde [, — c +abde [.=-0,1108
d=abce ld — d + abce ld =0,3693
e=abcd lc — e + abcd le =-0,1423
ab=cde lah — ab + cde ldb =0,0848
ac=bde lac—> ac + bde lac =0,1176
ad=bce lﬂd% ad + bce lad =0,0457
ae=bcd lac—> ae + bed lae =0,0416
bc=ade lbcé bc + ade lhc =0,1074
bd=ace lbd—> bd + ace lbd =-0,1619
be=acd lhe—> be + acd [ e = 0,0407
cd=abe lcd—> cd + abe l(:d =-0,1004
ce=abd [ .— ce +abd l(_e =0,0634
de=abc [~ de +abc l,=-0,0897
I=abcde [,— média + Y2(abcde) [,=0,4253

a = Concentragdo do Tampao; b = Concentragio do LSS; ¢ =VC; d
= volume da alca e e=pH

A concentragdo do lauril sulfato de sédio foi o fator mais sig-
nificativo no sistema estudado, apresentando uma estimativa de
contraste de -0,4338. Este valor negativo implica que ao se elevar o
nivel deste fator (5,0 para 10,0 x 10 mol L") hd um decréscimo na
resposta analitica. Este comportamento sugere que, devido a elevada
concentragdo do surfactante, possivelmente ha a formagao de micelas
capazes de solubilizar o par i0nico amitriptilina-lauril sulfato de
s6dio, com a conseqiiente redugdo no sinal analitico.”! O segundo
fator mais importante foi o volume da alca de amostragem. Neste
caso, a estimativa de contraste foi positiva (0,3693), revelando que
incrementos no volume de amostragem promovem aumento no sinal
analitico. A estimativa de contraste obtida para o fator pH (-0,1423)
coaduna-se com a reacdo quimica para a formacao do par idnico, pois
em valores baixos de pH a molécula de amitriptilina estd protonada
(pKa = 9,4), podendo estabelecer uma atrag¢@o eletrostdtica com o
surfactante.

Por fim, o fator vazdo do carregador apresentou estimativa de
contraste negativa (-0,1108) dentro do dominio experimental (1,70 a
2,40 mL min™), sugerindo o emprego de vazdes menores que 2,40 mL
min' na otimizagdo. O resultado observado deve-se ao efeito do
tempo de residéncia sobre a formac¢do da suspensio. A menor vazao
do carregador resulta num maior tempo para a nucleagdo, levando
ao aumento do sinal analitico.

Ap6s a etapa de triagem dos fatores empregou-se a matriz de
Doehlert a fim de otimizar o método. A matriz de Doehlert compre-
ende um planejamento com nimero de experimentos igual a k*+k+pc,
em que k € o ntimero de fatores e pc € o nimero de experimentos
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no ponto central. Uma caracteristica importante do planejamento
Doehlert refere-se ao nimero de niveis empregados para cada fator.
Empregando dois fatores, por exemplo, o nimero de niveisé 3 e 5, 0
que permite avaliar com maior niimero de niveis para aqueles fatores
considerados mais importantes.?”’” Além disso, este tipo de planeja-
mento necessita de um menor nimero de experimentos em relagio a
outros planejamentos, como o planejamento composto central sendo,
assim, mais eficiente.

Foram construidas duas matrizes de planejamento Doehlert. A
primeira contém os fatores concentrac¢@o do lauril sulfato de sédio
e volume de amostragem (Tabela 4), uma vez que a interagao destes
fatores € bastante significativa. Na construg@o da segunda matriz
foram empregados os fatores pH e vazdo do carregador (Tabela 5).
De acordo com a Figura 3A, obtida a partir da matriz de Doehlert
(Tabela 4) e mantendo fixa a vazdo do carregador em 2,00 mL
min"' e pH 3,0, observa-se um ponto de cela.? Como constatado,
nota-se a presenca de um valor 6timo para a concentracio do lauril
sulfato de sédio (2,0 x 10 mol L), ao passo que elevados sinais
analiticos podem ser obtidos com volumes de amostragem de 1000
e 600 pL. Assim, empregou-se a concentragdo de lauril sulfato de
s6dio de 2,0 x 103 mol L' e o volume de amostragem de 600 pL.
Em seguida, com os dados da Tabela 5, obteve-se a superficie de
resposta mostrada na Figura 3B, a qual foi construida sob as con-
dicdes previamente otimizadas de lauril sulfato de sédio e volume
de amostragem. Verificou-se, como esperado, que o sinal analitico
aumenta linearmente com a diminui¢do do pH do carregador.
Experimentos com valores de pH abaixo de 2,5 ndo foram condu-
zidos para evitar a hidrdlise do lauril sulfato de sédio e, portanto,
fixou-se o pH em 2,5 para os posteriores estudos.? Com relacdo a
vazdo do carregador, nota-se, de acordo com a Figura 3B, que os
valores inferior (1,90 mL min™) e superior (2,75 mL min!') podem
ser empregados, resultando em elevados sinais analiticos, desde
que o meio seja dcido (pH 2,5). Tal como observado na triagem dos

Tabela 4. Matriz de Doehlert para as varidveis [LSS] e comprimento
da alga de amostragem

N° exp [LSS] (mol L' x 10*) Volume de al¢a (UL) Sinais analiticos

1 2,5 800 0,461/0,486
2 5,0 800 0,141/0,128
3 3,7 1000 0,221/0,246
4 0,01 800 0,001/0,001
5 1,2 600 0,903/0,926
6 3,7 600 0,224/0,221
7 1,0 1000 0,945/0,934

Experimentos realizados com concentragdo de AMT 2,5 x 10 mol
L', em pH 3,0 e vazdo do carregador e LSS = 2,00 mL min™'.

Tabela 5. Matriz de Doehlert para as varidveis pH e vazdo do car-
regador

N° exp pH VC (mL min') Sinais analiticos
1 37 2,32 0,867/0,844
2 5,0 2,32 0,770/0,761
3 4.4 2,75 0,952/0,972
4 25 2,32 1,027/1,023
5 3,1 1,90 0,949/0,948
6 44 1,90 0,849/0,875
7 3,1 2,75 0,939/0,973

A vazdo do LSS foi igual a vazao empregada para o carregador (H,0).
Concentragdo de AMT 2,5 x 10 mol L.
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Figura 3. Superficie de resposta obtida a partir da matriz de Doehlert. (A)
superficie construida com dados da Tabela 4 fixando o pH em 3,0 e a vazdo do
carregador em 2,00 mL min’'; (B) superficie construida com dados da Tabela
5 fixando a alga em 600 uL e a concentragdo de LSS em 2,0 x 10-3 mol L?

fatores, os experimentos realizados em vazdes menores favorecem a
formacdo da suspensdo (maior tempo para nuclea¢do). Entretanto,
a explicacgdo para os elevados sinais analiticos em valores maiores
de vazdo possivelmente esteja associada com o elevado volume de
amostragem (600 uL), o qual € consideravelmente maior que aqueles
empregados na triagem (50 a 150 puL). Com o uso de volume de
amostragem de 600 pL foi atingido um sinal analitico constante
(steady state). Assim, o emprego de vazdes baixas e elevadas, pro-
voca, respectivamente, apenas alargamento e estreitamento do sinal
analitico, ao passo que a altura de sinal praticamente € inalterada
devido a pequena diferenca entre as vazdes (1,90 até 2,75 mL min™).
Desta forma, optou-se por empregar a vazao de 2,75 mL min™ a fim
de obter maior freqiiéncia analitica.

Para finalizar a otimizacdo do método, avaliou-se o efeito do
comprimento da bobina reacional no sistema (50 a 90 cm) (Figura
4). E interessante notar que a insercio da bobina reacional se tornou
fundamental no intuito de melhorar o desempenho do sistema. O
sinal analitico aumenta gradualmente até o valor de 80 cm, tornando
evidente o efeito da nucleagao do precipitado sobre o sinal analitico.
O efeito da dispersdo no sistema s se torna importante apos esse
comprimento da bobina reacional. Assim sendo, a melhor relagio
entre o tempo de residéncia na nucleagio do precipitado e a dispersao
¢é obtida com uma bobina reacional de 80 cm, sendo este o compri-
mento da bobina empregado neste trabalho.
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Figura 4. Efeito do comprimento da bobina sobre o sinal analitico

Estudo de interferentes no método proposto

A influéncia de concomitantes no sistema de inje¢ao em fluxo foi
avaliada por meio da comparacdo do sinal analitico obtido para uma
solucd@o padrdo de amitriptilina (785 mg L") com aquela contendo
concomitantes em potencial em diferentes concentragdes. Percen-
tuais de recuperagdo do sinal analitico variando de 95 a 105% para
a concentracdo do padrdo de amitriptilina demonstram a nao influ-
&ncia dos concomitantes, uma vez que o erro tolerado em andlises
farmacéuticas € de + 5%.% Foram empregados como concomitantes
excipientes comumente usados em formulagdes farmacéuticas:
lactose, dextrose, glicose, amido e estearato de magnésio. Para os
excipientes lactose, dextrose e glicose o teste de interferéncia foi
conduzido pela solubilizacdo de amitriptilina com o concomitante em
dgua. Jd para amido e estearato de magnésio, o procedimento adotado
consistiu da homogeneizacido de 20,0 mg de amitriptilina e 100,0
mg do excipiente, seguida pela filtragdo a vacuo com 25 mL de dgua
em funil de vidro sinterizado. A solug¢@o filtrada foi posteriormente
introduzida no sistema de andlise em fluxo. De acordo com a Tabela
6, verifica-se que os sacarideos nio interferiram na quantificacdo do
farmaco, mesmo em concentragdes 60 vezes maiores que do analito.
E importante ressaltar que os teores destes excipientes nos produtos
farmaceéuticos sdo inferiores aos testados neste estudo. Com relagio ao
concomitante amido, constatou-se também nao haver interferéncia no
sinal analitico, ja que a recuperacio foi de 104,7%. Por outro lado, o
estearato de magnésio provocou interferéncia, rendendo recuperacéo
de 73,8%. A reducdo significativa do sinal analitico pode ser devida
a solubilizacdo parcial do concomitante durante o procedimento de
filtragdo permitindo sua reacdo com a amitriptilina e, conseqiiente-
mente, reduzindo a quantidade do analito para reagir com o lauril
sulfato de s6dio. Apesar desta interferéncia, a relacéo testada analito/
concomitante (1:4 m/m) € inferior aquelas utilizadas em formulagdes

Tabela 6. Estudo da relacdo analito/concomitante no percentual de
recuperagdo do sinal analitico para amitriptilina*

. Relacio analito/ Rc.zcuperag’af) (%) do
Concomitantes . sinal analitico para
concomitante e e
amitriptilina
Dextrose 1/1, 1/10, 1/60 99,3; 99,3; 95,9
Lactose 1/1, 1/10, 1/60 99,2; 99,3; 94,7
Glicose 1/1, 1/10, 1/60 100,2; 99,5; 97,4

*Concentra¢do de amitriptilina 785 mg L*!
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farmacéuticas, o que permitird, conforme serd demonstrado, aplicar o
método para quantificagdo de amitriptilina nas referidas amostras.

Figuras de mérito e aplicaciao do método

O sistema de andlise por injecdo em fluxo com detecgdo turbi-
dimétrica desenvolvido neste trabalho € totalmente dependente da
concentracdo do LSS pois, como mencionado, o excesso de LSS em
relac@o a amitriptilina resulta na formagao de micelas, responsdveis
pela solubilizacido do par idnico e conseqiiente redugdo do sinal
analitico. Como observado na Figura 5, hd duas regides lineares
da curva analitica, a primeira onde hd excesso de LSS e a segunda
onde hd excesso de amitriptilina. Adotou-se a segunda regido da
curva (2,0 x 103 a 3,2 x 10° mol L") devido & maior sensibilidade
e linearidade [sinal analitico = -2,7417 + 0,1538 [amitriptilina x
10*mol L] (r = 0,99991)]. O limite de deteccdao do método (1,8 x
103 mol L) foi calculado a partir da intersec¢do das duas equagdes
lineares, similarmente ao procedimento empregado em medidas
potenciométricas.’® A precisdo do método foi avaliada em termos de
repetibilidade (n =10) para concentracdes de 2,0 x 103e 3,2 x 107
mol L', rendendo os respectivos desvios padrio relativos, 2,40 e

3,0

N
[
I

2,5 N

2,04

»
[=}
I

Sinal Analitico

SA = -0,00942 + 0,00779[amitriptilind]
| R=098217 SA=-2,7417 +0,15387(amitrptilrla]
R =0,99991

(SA)

0,0-H= T
R 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39
Concentragao de amitriptilina ( x 10" mol L)

Sinal Analitico (SA
=
1

o
[
|

o
[=}
| .
[
C
—
[
C
=
[
—

T
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 5. Fiagrama e curva de calibra¢do para determinagdo de ami-
triptilina. Sinais obtidos em triplicata mediante injecdo de padroes de
amitriptilina (2,0x107%; 2,4 x107; 2,8x107; 3,2x107 e 3,6x107 mol L") para
segunda regido da curva. Condigdes experimentais conforme descrito na
parte experimental

Tabela 7. Determinacdo de amitriptilina em amostras de formula-
¢des farmacéuticas empregando o método proposto e o método de
referéncia

Cloridrato de Amitriptlina (mg/comprimido)
Valor encontrado  Valor encontrado

Amostras , .
Valor rotulado pelo método pelo método de
turbidimétrico FIA referéncia
(A) 75,0 734+43 759 2,8
(B) 75,0 74,6 £2,9 78,9+ 0,9
©) 75,0 71,6 £1,2 72,6 2,1
(D) 25,0 23,2+0,9 24,7 +0,4

n = 3; valor de ¢ calculado = 3,147; valor de ¢ tabelado = 3,182, com
95% de confianca.

Quim. Nova

1,94%. O método proposto apresentou freqiiéncia analitica de cerca
de 60 determinagdes por hora.

Para avaliar a aplicabilidade do método foram analisadas as quatro
amostras A, B, C e D, tratadas conforme descrito na parte experimen-
tal e os resultados foram comparados com um método de referéncia
publicado na literatura (Tabela 7). O método de referéncia € baseado
na formacao do par i0nico entre a amitriptilina e alaranjado de metila
com posterior extragdo e solubilizagdo do par idnico em cloroférmio e
determinag¢do no comprimento de onda de 420 nm. De acordo com os
resultados e, aplicando o teste # pareado, com um nivel de confianca de
95%, constata-se que o método proposto nao apresenta diferenca esta-
tistica significativa em relagdo ao método de referéncia, confirmando
assim a exatiddo para as amostras analisadas.?!

CONCLUSAO

Os métodos analiticos comumente empregados para a determinag@o
de amitriptilina sdo caracterizados pelo uso de solventes organicos, dcidos
concentrados e, principalmente, pelo longo tempo de andlise. Como
pdde ser visto, o método proposto retine vdrias vantagens, incluindo
simplicidade, reduzido consumo de amostras/reagentes devido & meca-
nizac¢do da andlise, baixo custo e elevada freqiiéncia analitica, podendo
ser aplicado em laboratérios de controle de qualidade. Também, deve-se
destacar que o método se enquadra no conceito de Quimica Verde, pois
é empregado o surfactante lauril sulfato de sédio como reagente, ao
contrdrio dos métodos usuais que fazem uso de reagentes muitas vezes
toxicos, seguidos por extragdo com solventes organicos.

De acordo com a revisdo da literatura, nota-se que os métodos
jé existentes de quantificagdo de amitriptilina possuem limites de
detecgdo e quantificagio bastante baixos,>!131°2 bem como ampla
faixa linear. Embora essas caracteristicas analiticas nio tenham sido
obtidas no método proposto, elas ndo constituem uma limitacao,
pois os teores do principio ativo nas formulacdes farmacéuticas sdo
suficientes para o preparo de amostras com concentragdes adequa-
das a leitura e a faixa linear, conforme demonstrado pela aplicacao
satisfatoria do método. Finalmente, o método apresentou precisdo e
exatidao satisfatérias permitindo sua aplicacdo em diferentes formu-
lagdes farmacéuticas para quantificagdo de amitriptilina.
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