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RESUMO

Titulo: Metodologia automatica em fluxo-batelada baseada em analise de imagens

digitais para determinacéo de N-acetil-L-cisteina em formulacdes farmacéuticas

E de suma importancia a realizagdo do controle de qualidade nas industrias
farmacéuticas para conferir aos medicamentos qualidade, seguranga, eficacia e
credibilidade junto ao mercado consumidor. Um dos parametros de qualidade mais
importantes nas analises de rotina de uma industria farmacéutica é a analise quantitativa
do principio ativo encontrado no medicamento, visto que estas industrias devem
obedecer as Boas Préticas de Fabricagdo de Medicamentos estabelecidas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Diante disso, propde-se um analisador automatico em
fluxo-batelada baseado em analise de imagens digitais para determinacdo de N-acetil-L-
cisteina em formulagbes farmacéuticas. O sistema automatico proposto utiliza uma
webcam de alta resolucdo para captura das imagens digitais do produto da reacdo
colorimétrica. Esta reacdo envolve duas etapas: 1) reacdo do analito com Fe(lll) para
gerar Fe(ll) e em seguida 2) complexacdo do Fe(ll) com a 1,10-Fenantrolina. As
solugdes analiticas foram preparadas on-line e todos os processos analiticos foram
realizados simplesmente mudando os pardmetros operacionais do aplicativo de controle.
A componente de cor étima do estudo foi a B, com resposta linear na faixa de trabalho
de 8,08x10° a 1,85x10* mol L. O modelo de calibracio foi validado através de
analises de variancia para falta de ajuste e significancia de regressédo, realizadas apos
analise gréafica dos residuos deixados pelo modelo. Os limites de deteccdo e
quantificacdo e a frequéncia analitica foram estimados como sendo, respectivamente;
2,18x10° mol L*; 7,26x10° mol L™ e 30 ht. Os resultados obtidos através do método
proposto foram comparados com os do método de referéncia. Ao aplicar o teste t-
pareado, a um nivel de 95% de confianca, verificou-se que ambos os métodos nédo
apresentam diferengas estatisticamente significativas entre si em termos de exatiddo.
Diante disso, pode-se afirmar que a metodologia proposta € confiavel, de baixo custo,

rapida e apresenta baixo consumo de reagentes e amostras.

Palavras-chave: analisador automéatico em fluxo-batelada, imagens digitais, N-acetil-L-

cisteina, formulacdes farmacéuticas.



Xvii
ABSTRACT

Title: Automatic flow-batch methodology based on digital image analysis for

determination of N-acetyl-L-cysteine in pharmaceutical formulations

It is of paramount importance to carry out quality control in the pharmaceutical industry
in order to give quality, safety, efficacy and credibility to the consumer market. One of
the most important quality parameters in the routine analysis of a pharmaceutical
industry is the quantitative analysis of the active principle found in the medicine, since
these industries must comply with the Good Manufacturing Practices of Medicines
established by the National Sanitary Surveillance Agency. Therefore, it is proposed an
automatic flow-batch methodology based on digital image analysis for the
determination of N-acetyl-L-cysteine in pharmaceutical formulations. The proposed
automatic system uses a high resolution webcam to capture the RGB data of the digital
images of the colorimetric reaction product. This reaction involves two steps: 1)
reaction of the analyte with Fe(lll) to generate Fe(ll) and then 2) complexation of Fe(ll)
with 1,10-phenanthroline. All analytical solutions were prepared online and all
analytical processes were performed simply by changing the operational parameters of
the control application. The optimum color component of the study was a B, with a
linear response in the working range of 8.08x107° to 1.85x10* mol L. The calibration
model was validated through analyzes of variance for lack of fit and regression
significance, performed after a graphical analysis of the residuals left by the model. The
limits of detection and quantification and the analytical frequency were estimated to be,
respectively; 2.18x10° mol L?; 7.26x10° mol L and 30 h. The results obtained
through the proposed method were compared with those of the reference method. When
applying the t-paired test at a 95% confidence level, it was found that both methods did
not present statistically significant differences in terms of accuracy. Therefore, it can be
stated that the proposed methodology is reliable, low cost, fast and presents low

consumption of reagents and samples.

Keywords: automatic flow-batch methodology, digital images, N-acetyl-L-cysteine,

pharmaceutical formulations
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1 Introducéo

Nos ultimos anos, tem-se observado que a industria farmacéutica continua em
crescimento, reflexo do fato de novos produtos serem lancados quase que
diariamente no mercado. Em paralelo a esse crescimento, estd o mercado dos
medicamentos falsificados e/ou adulterados. A falsificacdo de medicamentos e sua
comercializagcdo tem se tornado uma prética extremamente lucrativa para o0s
fraudadores, com baixo risco de repressdo por parte das autoridades policiais em
comparacao ao trafico de drogas e esta associada a organizacdes criminosas
internacionais (HURTADO et al., 2014). O uso desses produtos ilegais pode causar
danos ao tratamento dos pacientes, como por exemplo, a utilizacdo de medicamento
sem 0 principio ativo ou com a dosagem diferente da especificada no roétulo,
podendo comprometer o tratamento de suas enfermidades (OMS, 2018). O
problema pode se agravar mais ainda quando os produtos sdo adulterados ou
sintetizados utilizando substancias quimicas toéxicas, proibidas no processo de
fabricagdo dos medicamentos, 0 que pode causar danos ainda mais sérios aos
pacientes podendo até mesmo leva-los a morte (WHO, 2018a).

Diante disso, pode-se afirmar que € de suma importancia a realizacdo do
controle de qualidade nas industrias farmacéuticas para conferir aos medicamentos
gualidade, seguranca, eficacia e credibilidade junto ao mercado consumidor. De fato,
o controle de qualidade de medicamentos atualmente é parte do processo de
industrializacédo, sendo considerado a etapa mais importante da fabricacdo (ROCHA
et al., 2014).

Um dos parametros de qualidade mais importantes nas andlises de rotina de
uma industria farmacéutica € a analise quantitativa do principio ativo encontrado no
medicamento, visto que estas industrias devem obedecer as Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos (BPF) estabelecidas pela ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) (ANVISA, 2010a). Especificamente, a determinacdo de N-
acetil-L-cisteina (NAC) em formulagbes farmacéuticas é de suma importancia, visto
gue é necessario garantir que o teor deste principio ativo esteja de acordo com o
valor especificado no rotulo do medicamento. Porém, as técnicas de analises
guantitativas mais comumente utilizadas nos laboratorios de rotina e nas industrias
séo lentas e laboriosas, pois envolvem inUmeras etapas de processamento analitico.

Além disso, séo procedimentos que requerem grandes quantidades de solventes e
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reagentes, no caso dos métodos volumétricos, e alto custo por analise e pessoal
gualificado para a manipulacdo analitica, no caso dos métodos baseados em
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(ANDRADE, 2011). Particularmente, os métodos oficiais preconizados pela
Farmacopeia Brasileira para determinacdo de NAC em amostras comerciais Sao:
CLAE e titulacao iodométrica (ANVISA, 2010b)

Uma alternativa para minimizar esses inconvenientes é a utilizacdo de
analisadores automaticos em fluxo acoplados a técnicas de deteccdo mais
acessiveis e de baixo custo. Dentre estes analisadores merece destague o
analisador em fluxo-batelada (em inglés Flow-Batch Analyser - FBA), que alia as
caracteristicas favoraveis dos analisadores em fluxo com as dos analisadores em
batelada. A caracteristica mais importante do FBA é a utilizacdo de uma camara de
mistura (CM) em sua estrutura, a qual possibilita a realizacdo de grande parte dos
processos analiticos como o pré-tratamento, homogeneizacao e reacdes quimicas.
Além disso, o FBA também permite integrar o sistema de deteccdo a sua prépria
CM, tornando o processo de analise ainda mais rapido (DINIZ et al., 2012). Em
determinacdes com deteccdo por imagens digitais, podem ser acoplados a CM
webcams ou smartphones, equipados com sensores baseados em CCD (do inglés:
Charge-Coupled Devices) ou em CMOS (do inglés: Complementary Metal-Oxide
Semiconductor), em um ambiente com iluminacdo controlada (ANDRADE, 2012).
Essas técnicas de deteccdo utilizam geralmente o sistema de cor RGB (do inglés:
Red Green Blue) onde os valores de cada canal destas cores priméarias variam de 0
a 255 com 8 bits de resolucao (BYRNE et al., 2000).

Existem na literatura diversos meétodos analiticos empregando deteccao
baseada em imagens digitais como alternativas viaveis e simples para analises
guantitativas de farmacos em amostras de medicamentos, tais como: captopril
(RAVAZZI et al., 2018); diclofenaco de sédio, dipirona sédica e gluconato de célcio
(LYRA et al., 2011); catecolaminas (SIMA; CASONI; SARBU, 2013) e carbonato de
litio (LYRA et al., 2009).

Diante disso, neste trabalho de pesquisa € proposta uma metodologia
automatica em fluxo-batelada baseada em andlise de imagens digitais para
determinacdo de NAC em formulag6es farmacéuticas, utilizando como sistema de

deteccdo uma webcam de alta definicéo.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia automética em fluxo-batelada baseada em
andlise de imagens digitais para determinacdo de NAC em formulacdes
farmacéuticas, utilizando como sistema de detec¢cdo uma webcam de alta definicdo.

1.1.2 Objetivos Especificos

¢ Montar, adaptar e utilizar um sistema FBA com uma webcam de alta defini¢cao

acoplada, como sistema de deteccao;

¢ Construir uma estrutura de iluminacdo baseada no uso de LED branco de alto

brilho para controle de luminosidade dentro de CM;

¢ Estudar os parametros operacionais e quimicos do sistema de analise;

¢ Avaliar a metodologia proposta com base em parametros de desempenho

analitico;

¢ Aplicar e validar a metodologia proposta nas amostras de medicamentos com

base em um método de referéncia.
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1.2 Fundamentacgao Tedrica

1.2.1 Adulteracdo de medicamentos

Conforme define a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), medicamento
falsificado trata-se de um produto embalado e etiquetado indevidamente, de maneira
deliberada e fraudulenta, em que ndo se respeita sua fonte ou identidade. Estéo
sujeitos a falsificacdo tanto os medicamentos de referéncia quanto os genéricos e
similares, podendo conter substancias proibidas ou ndo, estarem sem o principio
ativo ou com quantidade diferente da especificada no rétulo, evidenciando assim,
alteracOes e adulteracées em sua formula original (WHO, 2018Db).

Conforme descreve o relatorio divulgado pela OMS em 2015, 10% dos
medicamentos  comercializados em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, como o Brasil, € de baixa qualidade ou falsificado. Essa estatistica
€ bastante alarmante e chama atencdo para um mercado clandestino que
movimenta cerca de US$ 30 bilhées por ano no mundo (WHO, 2018a). No Brasil,
séao frequentes as apreensdes de medicamentos irregulares, porém nenhum o6rgéo
envolvido nesse assunto, seja a Policia Federal (PF) ou a ANVISA, sabe estimar a
gravidade do problema (CARVALHO, 2017). Este relatério, também afirma que 19%
dos produtos farmacéuticos vendidos no pais sédo ilegais: falsificados, adulterados
ou roubados, o que na maioria dos casos significa que podem ter sido violados ou
estdo com validade vencida, por exemplo (CARVALHO, 2017). O uso de tais
produtos pode agravar doencas e levar a morte, além do fato de algumas
substancias usadas no preparo dessas formulagbes adulteradas provocarem
alergias graves (WHO, 2018a). Esses medicamentos, oriundos do Paraguai, China e
india, sdo faciimente vendidos em feiras, bancas de ambulantes, pela internet e,
inclusive, nas farmacias. A matéria-prima, que contém o principio ativo, é
manipulada em estabelecimentos clandestinos, em condi¢bes inadequadas de
higiene e qualidade, geralmente elaborada na dosagem incorreta, ou até mesmo,
misturada a outras substancias (RODRIGUES, 2015).

1.2.2 Importancia do controle de qualidade de medicamentos

O controle de qualidade é definido como um conjunto de operacdes

(programacéo, coordenacao e execucao) com o objetivo de verificar e assegurar que
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0s produtos estejam dentro dos padrbées de qualidade exigidos pela ANVISA,
sempre através de algum tipo de andlise e medicdo. Este termo diz respeito ao
processo de constantemente se tentar fabricar um produto perfeito com base em um
conjunto de normas cuja implementacdo sugere a obrigacdo de um empenho
organizado de todos os funcionarios, a fim de evitar ou eliminar erros em cada uma
das fases da producdo (ROCHA et al., 2014).

Nas industrias farmacéuticas, o controle de qualidade € de suma importancia
para garantir seguranca, eficacia e credibilidade aos medicamentos junto ao
mercado consumidor. Para isso, as industrias farmacéuticas necessitam cumprir as
determinacdes impostas pela ANVISA, definidas pela Resolugcdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 17, de 16 de abril de 2010, que dispde sobre as Boas Praticas
de Fabricacdo de Medicamentos (BPF) de uso humano (ANVISA, 2010a).

As BPFs sao definidas como um conjunto de normas obrigatérias que
estabelecem e padronizam procedimentos e conceitos de qualidade para os
produtos, processos e servigos, visando atender aos padrées minimos estabelecidos
por orgaos reguladores governamentais nacionais e internacionais, cuja obrigacao é
zelar pelo bem-estar da sociedade (ANVISA, 2010a).

Dentre esse conjunto de normas obrigatérias, destaca-se o artigo 208 do
inciso Il da RDC n° 17, que estabelece que o rotulo de um medicamento e o
documento que o acompanha deve conter informacdes de concentracdo, data de
fabricacéo, data em que o lacre foi aberto, condicbes de armazenamento e, quando
aplicavel, prazo de validade e niumero de controle (ANVISA, 2010a).

A determinacdo da concentracdo do principio ativo no medicamento é feita
corrigueiramente nos laboratérios das industrias farmacéuticas, de forma que
estejam sempre de acordo com as BPFs estabelecidas pela ANVISA. O namero
diario de analises para os diversos lotes de cada medicamento é normalmente
grande e isso gera demandas de tempo de andlise e utilizagdo de grandes
guantidades de amostras para testes. Isso encarece o processo de controle de

gualidade, o qual depende também do método de referéncia adotado.
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1.2.3 Farmaco estudado

O farmaco estudado neste trabalho foi a N-acetil-L-cisteina (NAC) ou
simplesmente acetilcisteina, que é um derivado do aminoacido L-cisteina, cuja

estrutura molecular € mostrada na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura molecular da NAC.

SH

,,..,-'O

H OH

Fonte: ANVISA (2010b)

1.2.3.1 Caracteristicas farmacoldégicas da NAC e importancia de sua

determinagéo

A NAC exerce intensa acdo mucolitico-fluidificante das secre¢cfes mucosas e
mucopurulentas, despolimerizando os complexos muco-proteicos e o0s Aacidos
nucleicos que déo viscosidade ao escarro e as outras secrecdes, além de melhorar
a depuracdo muco-ciliar. Estas atividades tornam a NAC particularmente adequada
para o tratamento das afeccdes agudas e crbnicas do aparelho respiratério
caracterizadas por secre¢cdes mucosas e mucopurulentas densas e viscosas
(ANVISA, 2017).

Além disso, este farmaco exerce acao antioxidante direta, sendo dotada de
um grupo tiol livre (-SH) nucleofilico em condi¢des de interagir diretamente com o0s
grupos eletrofilicos dos radicais oxidantes. De particular interesse é a recente
demonstragcdo de que a NAC protege a alfa-1-antitripsina, enzima inibidora da

elastase, de ser inativada pelo &cido hipocloroso (HCIO), potente agente oxidante
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gue é produzido pela enzima mieloperoxidase dos fagdcitos ativados (ANVISA,
2017).

A estrutura de sua molécula Ihe permite atravessar facilmente as membranas
celulares. No interior da célula, a NAC é desacetilada, ficando assim disponivel a L-
cisteina, aminoéacido indispensavel para a sintese da glutationa (GSH). O GSH é um
tripeptidio extremamente reativo que se encontra difundido por igual nos diversos
tecidos dos organismos animais e € essencial para a manutencdo da capacidade
funcional e da integridade da morfologia celular, pois € o mecanismo mais
importante de defesa intracelular contra os radicais oxidantes (tanto exégenos como
enddgenos) e contra numerosas substancias citotoxicas, incluindo o paracetamol. O
paracetamol exerce sua acao citotoxica pelo empobrecimento progressivo de GSH.
A NAC desempenha um de seus principais papéis mantendo niveis adequados de
GSH, contribuindo, assim para a protecdo celular. Portanto este farmaco também é
um antidoto especifico para intoxicacao por paracetamol (ANVISA, 2017).

Além das informacfes supracitadas, € de suma importancia a analise
guantitativa deste medicamento para garantir que o teor do principio ativo esteja de
acordo com o valor especificado no rétulo e na receita. Essa responsabilidade com a
dose justifica-se pelo conceito de disponibilidade sistémica, comumente conhecida
como biodisponibilidade, que € o termo utilizado para descrever a propor¢cao do
farmaco administrado que atinge a circulacdo sistémica e que, portanto, esta
disponivel para distribuicdo até o local de acdo. Nesse sentido, € importante
ressaltar que as doses precisam ser rigorosamente obedecidas para que se consiga
perfis de disponibilidade sistémica ideais para o farmaco prescrito e administrado
(GIMENES et al., 2010).

1.2.3.2 Técnicas analiticas para determinacédo de NAC

Ha na literatura diversos métodos analiticos para determinacdo de NAC os
guais utilizam diferentes técnicas de deteccdo. Dentre estas técnicas, destacam-se:
amperometria (CORREA et al, 2018), CLAE (GATTI et al, 2017),
espectrofluorimetria (LIMA et al., 2014), espectrofotometria (WEN et al., 2017),
voltametria (KARIMI-MALEH et al., 2017) e quimioluminescéncia (SAMADI-
MAYBODI et al., 2017).
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Dando énfase aos métodos indiretos para determinacdo de NAC, que
empregam em sua maioria reacgdes colorimétricas, muitos sdo os trabalhos
encontrados na literatura. Nos préoximos paragrafos serdo descritos de maneira
sucinta alguns destes.

Um procedimento automatico de analise por injecdo em fluxo (FIA) com
deteccdo espectrofotométrica para determinacéo indireta de NAC em formulacdes
farmacéuticas foi desenvolvido por FORNAZARI et al. (2005). O sistema automatico
proposto € baseado na reacdo colorimétrica (Equacbes 1 e 2) que envolve duas
etapas: (1) reacdo do analito com Fe(lll) para gerar Fe(ll) e em seguida (2) reacéo
do Fe(ll) com a 1,10-Fenantrolina (fen) para formar [Fe(ll)-(fen)s]>* como produto.
Este complexo é monitorado em 510 nm e tem coloracéo laranja-avermelhada. Sob
as condi¢des analiticas 6timas, a linearidade da curva analitica para NAC variou de
3,5x10° a 4,3x10* mol L. O limite de deteccéo foi estimado em 6,3x107 mol L e

recuperacoes entre 98,5 a 110% foram obtidas.

N — acetil — CiSHqq) + Fe(III)(qq) = N — acetilCiSSiC — N — acetil + Fe(Il)qq (1)
Fe(Il)(qq) + 3Fenqq) = [Fe(I) — (Fen);3]¢ (2)

KUKOC-MODUN et al. (2016) desenvolveram um método automatico
empregando um analisador FIA para determinacdo espectrofotométrica indireta de
NAC em formulagBes farmacéuticas. O procedimento proposto € baseado na
reducdo do reagente Cu(ll)-neocuproina para Cu(l)-neocuproina com o NAC em
solucdo tampao Britton-Robinson (pH 3,0). A absorbancia maxima do complexo
amarelo formado, Cu(l)-neocuproina, € monitorada em 458 nm. A regido linear da
curva analitica foi estabelecida no intervalo de concentracédo de 6x107 a 4x10° mol
L't de NAC, com alta sensibilidade, como pode ser atestado no modelo linear obtido
(y = 3,89x10%x — 0,0015) com limite de deteccdo de 9,4x10® mol Lt. O método
proposto € sensivel o suficiente para permitir a determinacdo de quantidades
proximas de nmol de NAC utilizando instrumentacdo de baixo custo (em
comparacdo com um HPLC, por exemplo) com uma frequéncia analitica de 120 h-.

GILJANOVIC et al. (2011) propuseram um método que utiliza um analisador
FIA com deteccdo espectrofotométrica para a determinacao indireta de NAC em
amostras comerciais. Este método é baseado na reacdo da NAC com ions Pd?* e
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apresentam faixa linear de trabalho no intervalo de concentracéo de 1,0x10° mol L*
a 6,0x10° mol L. Para a NAC, o limite de detecc¢éo foi 5,84x10° mol L e o desvio
padréo relativo foi de 1,67 a 4,11%. Na reacdo da NAC com Pd?* h4 a formacao de
complexos de Pd?* com relag6es molares 1:1 e 1:2, dependendo das proporcées
das concentracdes analiticas de NAC. Na comparacdo do método proposto com a
determinacao espectrofotométrica classica, foi utilizado o mesmo reagente na forma
de sal (PdCl2), e foi observado as seguintes vantagens: (a) tempo de analise mais
curto e (b) utilizagdo de um menor volume de amostra e reagentes. Assim, 0 método
proposto € de baixo custo e mais rapido quando comparado ao método classico para
a determinacao de NAC nas amostras.

Um analisador FBA com deteccdo por imagens digitais para determinacéo
espectrofluorimétrica indireta de NAC em formulagbes farmacéuticas foi
desenvolvido por LIMA et al. (2014). O sistema proposto baseia-se nas interacoes
superficiais entre a NAC e pontos quanticos (do inglés: quantum dots - QDs) de
telureto de cadmio (CdTe), que resultam no aumento proporcional da intensidade de
fluorescéncia com a concentracdo do analito. Neste procedimento, seletores de
comprimento de onda ndo Sdo necessarios para o0 processo de excitacdo e emissao
devido ao espectro de excitagdo ser alargado, a reacdo ser seletiva e especifica
entre QDs de CdTe e NAC e existir um modelo matematico para o tratamento das
imagens digitais. O limite de deteccdo e o desvio padréo relativo foram estimados
em 0,14 yg mL! e < 1,4% (n = 5), respectivamente. A exatidado foi avaliada através
do teste de recuperacdo (98,5-102,8%). A robustez do método foi avaliada por
comparacao intra- e inter-dias, utilizando o método volumétrico de referéncia a um
nivel de 95% de confianca. O sistema apresenta robustez satisfatoria, alta
frequéncia analitica (153 h'') e consumo reduzido de reagentes quimicos.

Uma desvantagem dos trés ultimos métodos descritos quando comparados
ao primeiro é que estes Ultimos empregam como reagentes metais pesados,
agentes téxicos de massa atbmica elevada que geram danos ao meio ambiente e a
vida humana, uma vez que as principais fontes de exposicdo a esses metais sdo 0s
alimentos (VERDE, 2013). O método descrito por FORNAZARI et al. (2005) é
baseado na reacdo de formacdo do [Fe(ll)-(fen)s]?*, um classico complexo de
transferéncia de carga que é de suma importancia para analise quantitativa de Fe(ll),
visto que apresenta alta absortividade molar (SKOOG et al., 2006). Portanto, este

método sera adotado no presente trabalho.
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1.2.4 Sistemas automaticos de andlise

Nas ultimas décadas tem-se observado um crescente interesse por parte dos
analistas, em desenvolver métodos automaticos de andlise com o intuito de
simplificarem os procedimentos analiticos, de forma a realizarem um numero cada
vez maior de determinacdes analiticas, mantendo os custos em valores aceitaveis.
Aléem disso, a implementacdo de metodologias automaticas apresenta algumas
outras vantagens (HOLLER et al, 2009; LIMA, 2010), tais como:

e Baixa intervencdo humana - substituicdo do operador em tarefas de rotina
ou perigosas, como por exemplo, aquelas que envolvem a manipulagéo de
substancias téxicas ou explosivas, resultando em maior seguranca e

prevencao de erros subjetivos;

e Aprimoramento do desempenho analitico - particularmente em relacdo ao

aumento significativo na preciséo e exatidao dos resultados;

e Gestdo de reagentes quimicos - minimiza o consumo de reagentes
guimicos, implicando na diminuicdo dos custos por analise, como também na

reducdo da producéo de residuos gerados, condizente com a quimica verde.

As andlises quimicas automatizadas tém encontrado aplicagbes em diversas
areas, mas foi na area de analises clinicas onde a elevada demanda diaria por
diagnésticos rapidos, de qualidade e para varias espécies quimicas incentivou a sua
implantagdo e consolidagdo em nivel mundial. Hoje grande parte das analises
guimicas e bioquimicas de rotina e demanda em laboratérios industriais,
governamentais, ambientais, farmacéuticos, forenses e académicos sao realizados
em sistemas parcial ou totalmente automaticos (HOLLER et al., 2009; LIMA, 2010).

Esses sistemas sao divididos em trés grandes grupos: analisadores
automaticos discretos, analisadores automaticos robotizados e analisadores
automaticos em fluxo (ZAGATTO et al., 2002).
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1.2.4.1 Analisadores automaticos discretos

Tém como principal caracteristica, a utilizacdo de dispositivos mecanicos para
o transporte da amostra até o sistema de deteccdo. A amostra € armazenada em
recipientes individuais e os equilibrios fisicos e quimicos sao alcangcados permitindo
explorar a maxima sensibilidade dos métodos. Isso € importante principalmente
guando as determinagcfes envolvem reagdes de cinética lenta, sendo necessario um
tempo maior de reacdo para que os equilibrios fisico e quimico sejam alcancados
(HOLLER et al., 2009).

1.2.4.2 Analisadores automaticos robotizados

Apresentam complexidade mecéanica e custos de aquisicdo e manutencgéo
maiores que o0s analisadores discretos. Sua principal caracteristica € realizar
manipulacdes analiticas utilizando bracos mecéanicos robotizados, isso 0s torna
importantes durante a realizagdo de procedimentos analiticos que exigem o
emprego de substancias toxicas, radioativas e/ou explosivas, evitando a exposi¢cdo

do analista nessas situacdes (HOLLER et al., 2009; ZAGATTO et al., 2002).

1.2.4.3 Analisadores automaticos em fluxo

Estes tipos de analisadores vém sendo utilizados em laboratérios de andlises
de rotina, substituindo os analisadores automaticos discretos e robotizados por
apresentarem uma instrumentacdo simples, menor intervencdo do analista, menor
consumo de reagentes e amostra, obtendo uma maior frequéncia analitica, sem
comprometer a preciséo, e as vezes, até aumentando a sensibilidade dos métodos
(HOLLER et al., 2009; ZAGATTO et al., 2002). Nesses analisadores, a introducéo e
processamento da amostra, bem como o processo de deteccdo, ocorrem em fluxo
(ZAGATTO et al., 2009).

A IUPAC (do inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry) e
algumas referéncias encontradas na literatura (ZAGATTO et al., 2002; ZAGATTO et
al., 2009) classificam os analisadores em fluxo de acordo com algumas
caracteristicas, tais como: o modo de insercdo da amostra ou reagente e a forma de

acondicionamento da amostra até o sistema de detecgdo. Conforme o digrama
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apresentado na Figura 2, VAKH et al. (2016) classificam os analisadores em fluxo

com base no fluxo de convecc¢ao-dispersao e no fluxo de conveccéo forcada.

Figura 2 — Classificagdo dos analisadores em fluxo com base nas condi¢des sob as

quais os processos de transferéncia de massa e reacdes quimicas ocorrem em
fluxo.

P ‘ Analisadores em Fluxo Continuo (CFA) ‘

‘ Analisadores por Injegdo em Fluxo (FIA) |

‘ Todos os Analisadores por Injegdo (AlA) |

Analisadores por Injegdo Sequencial (514)

‘ Cromatografia por Injecdo Sequencial (SIC) ‘

Fluxo de conveccio- | | Analizadores por Injegdo Cruzada (CIA) ‘
dispersio

| Analisadores em Fluxo de Loop (LFA) ‘

‘ Analisadores em Fluxo Multicomutado (MCFA) ‘

Analisadores em Fluxo de Mistura Efetiva por Injecdo Simultdnea (SIEMA)

Analisadores | Analisadores por Injecdo em Fluxo Multiseringa |MSFIA) |
em fluxo

— ‘ Analisadores em Fluxo com Multibombeamenta (MPFS) |

~ | Analisadores por Injecdo Passo a Passo Multicomutada (MCSWIA)

Analisadores por Injecdo Passo a Passo (SWIA)

Fluxo de conveccio Analisadores por Injecdo Sequencial em uma Camara de Mistura [SAIMC)
forgada 1

| Analisadores em Fluxo-Batelada (FBA) |

| Analisadores de Zonas Fluidicas (ZFA4) ‘

— Analisadores em Fluxo Segmentado (SFA)

Fonte: (VAKH et al., 2016).

1.2.4.3.1 Analisadores em fluxo-batelada

Desde 1999 o FBA, desenvolvido por HONORATO et al., vém sendo
empregado para implementacdo de diversos procedimentos e métodos de andlise
guimica tais como: titulacdes (CARNEIRO et al., 2000; HONORATO et al., 1999),
pré-tratamento da amostra para ajusta-la ao pH (HONORATO et al.,, 2001) ou a
salinidade (CARNEIRO et al., 2002) adequada do meio de analise, adicdes de
analito (ALMEIDA et al.,, 2003), preparacdo de solu¢cbes multicomponentes para
calibragdo multivariada (SANTANA et al., 2000) e analises screening (LIMA et al.,
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2004). O transporte dos reagentes e das amostras e 0 monitoramento do sinal
analitico ocorrem de forma similar aos analisadores automéaticos em fluxo, ja o
processamento da amostra € realizado em uma camara de mistura, tal como nos
analisadores em batelada. Essa combinacé&o de caracteristicas dos analisadores em
fluxo (alta velocidade analitica, baixo consumo de amostra e reagentes, baixo custo
de montagem e facilidade de automatizacdo) e dos analisadores em batelada
(universalidade de aplicacGes, robustez e versatilidade) fornece ao FBA, vantagens
como: altas precisédo e exatiddo, alta velocidade analitica, baixo custo por analise,
baixo consumo, baixa manipulagdo e contaminagdo de reagentes e amostras e
geracado de pouco residuo para 0 meio ambiente.

No FBA, amostra(s) e reagente(s) sao aspirados e bombeados para uma CM,
na qual ocorre a homogeneizacao destas substancias, que € realizada por meio de
uma barra magnética de agitacdo e um agitador magnético. Apds o processamento
da reacdo, a mistura é bombeada para o detector. Em alguns casos, a deteccado é
realizada dentro da prépria camara de mistura, pelo fato de suas caracteristicas
permitrem a adaptacdo de detectores como: uma webcam ou smartphone na
propria CM para a aquisicdo de imagens ou videos digitais. J& o procedimento de
controle é efetuado com auxilio de um microcomputador, que garante a
reprodutibilidade e velocidade nas aplicacoes.

Todo o processo acima descrito pode ser rapidamente realizado usando
guantidades minimas de amostra e reagentes, com grande precisdo e exatiddo. De

maneira geral, os FBAs apresentam as seguintes caracteristicas (DINIZ et al., 2012):

1. Usam valvulas solenoides de trés vias para direcionar os fluidos e uma
camara aberta para mistura, reacdo, preparacdo de solucdes de
calibracdo, adiches de padrdao e exploracdo de gradientes de
concentracédo, tornando esses sistemas robustos, simples e de baixo custo
de manutencao;

2. Funcionam apenas sobre rigoroso controle do microcomputador,
garantindo precisdo no tempo de acionamento das vélvulas e,
consequentemente, nos volumes dos fluidos adicionados na camara;

3. A adicdo da amostra, reagentes, solugdes-padrao, tampéo, diluentes,

indicadores, etc. na camara aberta € feita em fluxo usando um processo
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de multicomutacdo simultanea e/ou intermitente dos fluidos de acordo com
o0 método analitico desenvolvido;

A amostra € processada em batelada, assim, as medidas podem ser
realizadas explorando a méxima sensibilidade, pois os equilibrios fisico e
quimico do processo analitico podem ser alcancados e a dispersédo ou
diluicdo da amostra pode ou nao ocorrer;

A medida do sinal analitico é geralmente feita em fluxo, mas pode ser
realizada diretamente na camara aberta;

Métodos classicos bem estabelecidos sdo mais faceis de serem
automatizados usando estes sistemas que com outros sistemas de analise
em fluxo;

Sao analisadores que oferecem muita flexibilidade as metodologias, que
podem ser modificadas para se adaptar a um tipo de amostra. Por
exemplo, pode-se trabalhar em uma ampla ou estreita faixa de
concentracbes das amostras, mudando apenas o0s parametros
operacionais em seu software de controle;

Sao analisadores muito versateis (carater multitarefa) porque, sem alterar
as configuracdes fisicas do sistema, permitem, mudando apenas o0s
parametros do software de controle, a implementacdo de diferentes
processos analiticos (titulacdo, adicdes de analito, preparacao de solucdes
analiticas, analise screening etc.);

Permitem explorar gradiente de concentracdo linear ou néo linear das

amostras e/ou dos reagentes.
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Figura 3 — Esquema simplificado com os componentes principais de um FBA. (a)
bomba peristaltica; (b) acionador de valvulas; (c) notebook; (d) valvulas solenoides
de trés vias; (e) camara de mistura; (f) agitador magnético; (g) detector.

Fonte: DINIZ et al. (2012).

Na Figura 3 é apresentado um diagrama esquematico de um sistema FBA

tipico, que é constituido normalmente de cinco partes essenciais:

1. Um sistema de propulsdo, que impulsiona os fluidos por todo o percurso

analitico do sistema.

2. Um sistema de conducdo dos fluidos conectando fisicamente todos os

elementos que compdem o percurso analitico.

3. Um sistema de comutacédo, que utiliza valvulas solenoides de trés vias para
direcionamento dos fluidos ora para a camara de mistura, ora para 0s respectivos

recipientes de origem.

4. Uma camara de mistura ou reacdo, onde adigcbes de aliquotas de amostra,
reagentes, solucbes analiticas, tampao, diluentes, indicadores etc., sdo feitas

através do sistema em fluxo.
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5. Um sistema de deteccdo, que permite o monitoramento de uma dada
propriedade da amostra ou de seu produto, fornecendo informacfes qualitativas e/ou

guantitativas sobre a matriz.

1.2.4 Sistema de cor RGB: aplicagcdo em métodos analiticos

O modelo de cor RGB (Red — vermelho, Green - verde, Blue - azul) baseia-se
na tricromaticidade do sistema visual humano, em que todas as cores do espectro
visivel percebidas pelo olho humano decorrem da combinacdo, em diferentes
proporcées, dos comprimentos de onda em torno do vermelho, verde e azul
(BATISTA, 2014; LOPEZ-MOLINERO et al., 2010).

As cores vermelho, verde e azul sdo denominadas cores primarias aditivas,
pois a partir da combinacdo aditiva destas em diferentes propor¢cdes obtém-se as
demais cores do espectro visivel, inclusive a cor branca, resultado da adicdo das
trés cores primarias em intensidade maxima (BERNS, 2000). As somas das cores
primarias aditivas duas a duas e de igual intensidade resultam nas cores

secundarias amarelo, ciano e magenta (LEAO, 2005), assim:

e Amarelo = vermelho + verde
e Ciano = verde + azul

e Magenta = vermelho + azul

Na Figura 4 estdo apresentadas as cores primarias aditivas e suas
intersecbes formando as cores secundarias, de modo que a intersecdo das trés
cores primarias aditivas forma a cor branca, que € composta por todos o0s

comprimentos de onda da luz visivel.



Introducdo E

Figura 4 — Cores primdrias aditivas e as suas intersecdes, resultando nas cores
secundarias subtrativas e na cor branca.

Vermelho

Fonte: http://joanamarcial997.blogspot.com.br/ (2018).

O modelo de cor RGB pode também ser representado por um subespaco
cubico (Figura 5) com sistema de coordenadas cartesianas tridimensional, onde: as
cores primarias aditivas correspondem as arestas do cubo coincidentes com os
eixos, e as cores secundarias correspondem as arestas localizadas entre 0s eixos

do sistema de coordenadas cartesianas tridimensionais. (MARQUES et al., 1999).


http://joanamarcia1997.blogspot.com.br/
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Figura 5 — Cubo de cores do modelo de cor RGB.

Magenta

(0,1,0)

y J—
" Preto / Verde =
(1,0,0)

Vermelho

Fonte: http://imgarcade.com/1/rgb-color-cube/ (2018).

Os vértices do cubo correspondem as intensidades maximas das cores
primarias e secundarias, sendo que o vertice localizado na origem (0, 0, 0)
corresponde ao preto e o vértice localizado no ponto com as coordenadas de maior
valor (1, 1, 1) corresponde a cor branca, como era de se esperar, ja que o preto
corresponde a auséncia de cor e 0 branco a maxima contribuicdo de todas as cores.
O segmento de reta formado pelos pontos que une a origem (0, 0, 0) ao ponto
maximo (1, 1, 1) corresponde a escala de cinza, que em termos de cor, varia de
intensidades do preto ao branco. Nesse sentido, as demais cores do modelo RGB
correspondem aos pontos (R, G, B) contidos na regido interior do cubo, formados
pelas diferentes combinacdes das cores primarias aditivas (BERNS, 2000).

De acordo com a Figura 5, o cubo de cores possui valores normalizados e as
cores séo definidas por vetores partindo da origem (0, O, 0) com valores variando de
0 a 1. Entretanto, por conveniéncia, considera-se que cada cor € um ponto do cubo
de cores, com valores de coordenadas cartesianas variando de 0 a 255
(BENEDETTI, 2013)

Em uma imagem digital, cada pixel carrega uma informagéo de cor chamada

de profundidade de cor. Comumente, em um modelo de cor RGB, a profundidade de


http://imgarcade.com/1/rgb-color-cube/
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cor de um pixel é de 24 bits, sendo 8 bits para cada componente R, G e B, que
corresponde a 256 diferentes tonalidades para o vermelho (R), verde (G) e azul (B),
gerando aproximadamente 16,7 milhdes de possibilidades de tons diferentes de cor.
(ALBUQUERQUE et al., 2006; AZEVEDO et al., 2003; BERNS, 2000). Assim, tém-

se:

e Preto=(0,0,0)

e Branco = (255,255,255)
e Vermelho = (255,0,0)

e Verde = (0,255,0)

e Azul =(0,0,255)

e Ciano = (0,255,255)

e Magenta = (255,0,255)
e Amarelo = (255,255,0)

Matematicamente, no modelo RGB, as cores sdo dadas pela Equagao 1
(MARQUES et al., 1999).

C=r.R+9g.G+b.B (1)

onde R, G e B sdo as intensidades das respectivas cores vermelho, verde e azul,
gue compdem a cor C, e r, g e b sdo os coeficientes tricromaticos (ALBUQUERQUE
et al., 2006; MARQUES et al., 1999), que fornecem a propor¢cao percentual das
cores vermelho, verde e azul, e sdo dados pelas Equagbes 2, 3 e 4,

respectivamente.

T = ReGiE (2)
G

9 = Ric+s (3)
B
~ R+G+B (4)
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Os coeficientes r, g e b sdo normalizados, portanto, a soma dos trés

coeficientes é sempre igual a 1, conforme a Equacéao 5.
r+g+b=1 5)

A maioria dos métodos analiticos baseados no uso de imagens digitais
emprega o modelo de cor RGB. O uso deste padrdo como resposta analitica esta
fundamentado no fato de que os valores de RGB variam proporcionalmente com a
cor em uma reacdao colorimétrica. Este efeito pode, muitas vezes, estar associado a
variacdo da concentracdo de uma substancia de interesse e, é baseado neste
principio que as andlises baseadas em imagens digitais sdo empregadas em
guimica analitica quantitativa (BENEDETT]I, 2013).

Matematicamente, a poténcia radiante da luz emergente que passa através
de um meio absorvente € diretamente proporcional a norma do vetor RGB, que é
calculada em funcéo dos valores médios de R, G e B (LYRA et al., 2009), conforme

a Equacao 6.

lvgesll = VR? + G% + B2 (6)

Onde ||vgggll € @ norma do vetor RGB e R,G e B sdo valores médios de R, G e B

respectivamente.

Na literatura sdo descritos varios modelos mateméaticos baseados na norma
do vetor RGB das imagens digitais para a obtencdo de respostas analiticas em
diversas determinacdes. A seguir sdo descritos de forma sucinta alguns desses
modelos.

ALMEIDA et al. (2018) propuseram uma expressdo empirica em forma
analoga a Lei de Lambert-Beer (Equacdo 7) para determinacdo automética em
fluxo-batelada de sulfito total em amostras de vinagre por andlise de imagens
digitais.

A = —log(; ey (7)

lvreall®
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Onde A é a absorbancia do complexo pararosanilina(PRA)-formaldeido-sulfito,
llvgegll € @ norma do vetor RGB que é diretamente proporcional a poténcia radiante
da luz emergente que passa através de um meio absorvente e ||vgzl|° proporcional

a poténcia radiante que € emergida no meio com a auséncia de espécie absorvente.

LYRA et al. (2009) propuseram a utilizacdo de uma webcam como um novo
sistema de deteccdo em espectrometria de emissdo em chama baseada em
imagens digitais (DIB-FES). Neste método, foi realizada uma abordagem matematica
visando a correlacao linear entre o valor RGB da imagem digital e a concentracéo do
analito na amostra. Anorma "|| [|" do vetor RGB € calculada através da Equacéo 8.

Ivegsll = (RZ, + G2, + B2, ®

Onde R,_,, G,_, e B,_, sdo os termos relacionados as diferencas entre R, G e B,
gue sdo os valores médios das respectivas componentes R, G e B para todos os
pixels das imagens digitais das solucdes analiticas e amostras e R,, G, e B, que

sao os valores médios de R, G e B para o branco.

KOHL et al. (2006) realizaram um procedimento simples no qual o principio da
absorcao foi demonstrado através de andlise de imagens digitais capturadas por um
scanner e uma camera digital. A resposta analitica, absorbancia (A), foi estimada a

partir da Equacgéo 9.

A= —log (I/IO) ©)

Onde | e I, sdo as normas do vetor RGB associadas apenas a valores médios da
componente azul (B) obtidos a partir de imagens digitais de solu¢cbes padrédo de um

corante alimenticio amarelo e da solucéo do branco, respectivamente.
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1.2.5 Planejamento fatorial

O planejamento fatorial € uma importante ferramenta estatistica para estudar
o efeito conjunto de varios fatores sobre uma resposta de interesse, no qual estédo
envolvidos k fatores (ou variaveis), sendo cada um deles presente em diferentes
niveis. O caso mais simples é aquele em que cada fator k esta presente em apenas
dois niveis. Na realizacdo de um experimento com k fatores em dois niveis, sdo
feitas 2 x 2 x ... x 2 (k vezes) = 2K observacgdes da variavel resposta e, portanto, este
planejamento é do tipo fatorial 2% (SILVA, 2008).

Na Figura 6 é apresentado um esquema no qual se pode observar um certo
namero k de fatores atuando sobre o sistema em estudo, produzindo as respostas 1,
2, ..., j. O sistema atua como uma func¢é@o desconhecida das variaveis de entrada, os
fatores, e produz como saida as respostas observadas. O objetivo do planejamento
fatorial € descobrir essa funcdo, ou obter uma aproximacdo satisfatoria para ela.
Conhecendo esta funcdo, o analista podera escolher as melhores condicbes de

operacao do sistema.

Figura 6 — Esquema representando uma funcdo que relaciona os fatores as
respostas.

Fator 1

Fonte: NETO et al. (2001).

Esta ferramenta estatistica € do tipo simultanea, em que as variaveis de
interesse que realmente apresentam influéncia significativa na resposta s&o

avaliadas ao mesmo tempo. Para isso, é necessario primeiramente definir um
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dominio experimental escolhendo as variaveis e niveis a serem estudadas no
planejamento (NETO et al., 2001).

Algumas definicdes importantes no tocante ao planejamento fatorial sdo as
seguintes:

e Fatores ou variaveis independentes — sdo parametros que podem ser
variados no sistema, tais como: concentracao dos reagentes, pH, temperatura
etc.;

e Niveis — € o grau ou faixa de variagdo que um fator sofrerg;

e Resposta ou variavel dependente — é a variavel de interesse que sofre

influéncia dos diferentes fatores.

Segundo NETO et al. (2001), alguns cuidados devem ser tomados para que
se possa obter o0 maximo de informacdes possivel na realizacdo do planejamento
fatorial. Dentre estes, destaca-se a necessidade da realizacdo de replicatas para
gue se possa estimar o erro experimental. Estas replicatas devem ser auténticas,
devendo representar adequadamente o0 dominio experimental no qual o
planejamento fatorial foi desenvolvido. Outro cuidado que se deve ter é no que se
refere & realizacdo dos experimentos. E importante que todos o0s ensaios e
replicatas previstos no desenvolvimento do planejamento sejam feitos de forma
aleatéria. Estes cuidados visam evitar distorcbfes estatisticas que possam
comprometer a qualidade dos resultados obtidos e dos efeitos calculados para as
variaveis estudadas.

Nos planejamentos fatoriais em que as varidveis sdo estudadas em dois
niveis € comum codifica-los usando os sinais (+) para o nivel superior e (-) para o
nivel inferior. A atribuicdo destes sinais aos niveis € feita de forma arbitraria e ndo
interfere na realizacdo dos experimentos ou interpretacdo dos resultados, além de
permitir esquematizar o planejamento na forma de matriz de planejamento. Esta
codificacdo de variaveis, embora pareca desnecessaria, € de grande ajuda quando
se realizam os calculos para determinar qual a influéncia das variaveis estudadas e
das suas interacdes no sistema.

Os efeitos sao definidos como a variagdo ocorrida na resposta quando se
muda o fator de um nivel inferior (=) para um nivel superior (+), e podem ser

classificados em duas categorias: efeitos principais e efeitos de interacéo.
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Para o calculo dos efeitos, além da codificacdo das variaveis € necessario
incluir mais colunas na matriz de planejamento. O conteudo destas colunas
representa o efeito de interacdo entre as variaveis e € obtido levando-se em

consideracao os sinais ja atribuidos as variaveis envolvidas.

1.2.6 Calibracao univariada

A calibracdo univariada é o processo de ajuste de uma fungdo matematica
que relaciona uma propriedade medida por um instrumento a outra que néo pode ser
medida instrumentalmente. Em quimica analitica, a propriedade que geralmente se
pretende estimar € a concentracdo de uma espécie quimica de interesse ou analito
(PIMENTEL; NETO, 1996).

Com a construcao da curva analitica € possivel inferir se 0 modelo proposto
possui precisdo, exatiddo e aplicabilidade. O modo mais empregado para a
correlacdo entre a curva obtida e os valores pretendidos € através da estimativa pelo
método dos minimos quadrados (MMQ), descrito matematicamente pela Equacéo
10 (PIMENTEL; NETO, 1996).

y s bo + blx (10)

Sendo y a variavel dependente, x a variavel independente e bo e b1 0s coeficientes

linear e angular, respectivamente.

1.2.6.1 Parametros de desempenho analitico

O processo de validacdo é um indicativo de que a técnica analitica
empregada possui confiabilidade nas medidas e nos modelos estatisticos envolvidos
no processamento. Os procedimentos estatisticos para estimativa dos parametros
de desempenho analitico e validacdo do modelo de calibracdo univariado séo

descritos de maneira sucinta a seguir.
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1.2.6.1.1 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método analitco em correlacionar
o sinal obtido aos niveis de concentracdo do analito de forma linear, podendo ser
inferida pelo coeficiente de correlacdo “r’, que consegue descrever a variagdo emy,
a partir da estimativa dos coeficientes de regressdo “bo” e “b1” (VALDERRAMA,;
BRAGA; J., 2009).

Para obtencdo da curva analitica, a ANVISA recomenda que a linearidade
seja determinada por, no minimo, cinco concentracdes diferentes, com critério
minimo de correlacdo de r = 0,99. Ainda, estabelece que sejam descritas a faixa de
trabalho, a equacdo matematica e a regressado linear da curva (ANVISA, 2003).
Segundo a EURACHEM (2012), a faixa linear ndo deve conter valores atipicos que
reflitam no critério de correlagdo. Uma forma de avaliar se as amostras se
comportam de forma a contribuir para uma boa regressdo € através da avaliacdo
dos residuos deixados pelo modelo de calibracdo, devendo estar aleatoriamente

distribuidos ao longo da faixa de trabalho (PIMENTEL; NETO, 1996).
1.2.6.1.2 Limite de deteccéo

O limite de deteccdo (do inglés limit of detection, LOD), normalmente é
determinado para estabelecer a menor concentracdo que um método consegue
detectar, podendo ser estimado pelo método baseado em parametros da curva
analitica, através da Equacdo 11. Para o célculo, séo realizadas 10 replicatas do

branco ou da menor concentracédo do analito (EURACHEM, 2012).
LOD =3 *3 (11)

Onde s é o desvio padrdo das medidas do branco e a é o coeficiente angular da

curva analitica.
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1.2.6.1.3 Limite de quantificac&o

O limite de quantificacdo (do inglés limit of quantification, LOQ) é dado pelo
nivel mais baixo em que um instrumento possui relacédo sinal/ruido suficiente para
gue seja possivel a quantificagdo do analito no detector, com um desempenho que
garanta a precisdo e a exatiddo da medida (EURACHEM, 2012). Da mesma forma
do LOD, o LOQ também pode ser estimado em funcdo do desvio padrdo das

medidas do branco e do coeficiente angular da curva, conforme a Equagéo 12.
LOQ = 10+> (12)

1.2.6.1.4 Precisao

A precisdo de um método representa as dispersbes nas condicdes
experimentais, podendo ser estimada pelo desvio padrao absoluto (s) de medidas
replicatas (EURACHEM, 2012). Este parametro deve ser considerado em trés niveis:
repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Também pode ser
expresso através da estimativa do desvio padrédo relativo (DPR) ou coeficiente de
variacdo (CV), através da Equacdo 13, ndo devendo ultrapassar 5% (NETO;
PIMENTEL; ARAUJO, 1998).

DPR(%) =2+ 100 (13)

KRilw

Onde s é o desvio padrdo amostral e ¥ é a média amostral do nimero total de

medidas n.

A repetitividade é uma medida da variabilidade, devendo ter a menor variagdo
dos resultados, realizados por um Unico analista, em um mesmo equipamento e em
um curto espaco de tempo. E recomendado que sejam realizadas nove repeticdes,
podendo haver trés niveis de concentracdo, baixa, média e alta medidas em
triplicata (ANVISA, 2003). Ou ainda, que as medidas sejam realizadas pelo mesmo
analista, em um mesmo equipamento, em um curto espaco de tempo e com a

realizacdo de seis a quinze replicatas para 0 mesmo nivel de concentracao. Outras
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condi¢cdes, como diferentes analistas ou diferentes equipamentos também sé&o
levados em consideracdo (EURACHEM, 2012).

Com relacdo a precisdo intermediaria, a mesma ¢€ realizada pela
concordancia dos resultados obtidos em diferentes dias, no mesmo laboratorio,
sendo representada pela concentragdo média obtida, assim como a estimativa do
desvio padrdo e o coeficiente de variacdo obtido com experimentos em diferentes
dias. E recomendado que sejam realizadas medidas em, no minimo, dois dias

diferentes e com analistas diferentes (ANVISA, 2003).
1.2.6.1.5 Exatid&o

A exatidao é a proximidade dos resultados obtidos comparados a resultados
de referéncia (INMETRO, 2016). Trés abordagens podem ser realizadas para
expressar a exatiddo de um método analitico: analise de materiais de referéncia,
testes de recuperacdao utilizando amostras fortificadas com niveis de concentracdes
conhecidas ou comparacdo dos resultados obtidos com método de referéncia
(EURACHEM, 2012). Utilizando a Equacéo 14 pode-se calcular a recuperacédo nas

amostras reais.

Recuperacio(%) = (%) * 100 (14)

3

Sendo c1 a concentracao total medida ap6s a fortificacdo da amostra com o padréo,
c2 a concentracdo medida do analito na amostra e c3 a concentracdo do padréo

adicionado na amostra.

Os valores individuais de recuperagcao possuem um intervalo de aceitabilidade
numa faixa de 80 a 120%, devendo ser avaliada em fungdo da concentragdo do
nivel de fortificacdo (ANVISA, 2003).

O teste t-pareado tem sua implementacdo baseada no conceito de intervalo
de confianca que é calculado em funcédo da média das diferencas entre os valores
de concentragdo, obtidos por dois métodos distintos, para cada par de resultados. O

intervalo de confianga para A é estimado utilizando a Equagéo 15.
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A=d+t,*sz/Vn (15)

Sendo A a diferenca média verdadeira entre os resultados dos dois métodos, n o
namero de medidas, sq¢ 0 desvio padrao da média das diferencgas entre os valores do
método proposto e os do método de referéncia e tv 0 ponto de distribuicdo t
correspondente ao grau de liberdade (v) no nivel de confianga estabelecido (NETO
et al., 2001).

Para que ndo haja diferenga sistemética significativa entre os resultados dos
dois métodos a hipdtese nula deve estar contida no intervalo de confianga
construido. Assim, a hipétese nula nédo pode ser rejeitada e a média das diferencas
(d) deve ser um ponto da distribuicido t com A=0. Caso contrario, existe uma
diferenca sistematica significativa entre os resultados dos métodos no nivel de

confianca estabelecido.

1.2.6.1.6 Andlise de variancia

Um modelo de calibracdo sO pode ser usado como ferramenta matematica
para calcular estimativas e intervalos de confianca para quantificacdo do analito em
uma determinada amostra, se for capaz de descrever de maneira satisfatoria o
comportamento dos dados experimentais. Para isso, esse modelo ndo pode
apresentar evidéncias de falta de ajuste e ainda deve apresentar regressao
estatistica significativa. A validade do modelo e a significAncia estatistica de
regressao sado geralmente testadas por intermédio de uma analise de variancia (do
inglés analisys of variance, ANOVA), cujos elementos sédo apresentados na Tabela 1
(PIMENTEL et al., 1996).
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Tabela 1 — ANOVA para o ajuste de um modelo pelo MMQ

FONTE Soma Quadratica G.L Média Quadratica
Regressdo SQreg = ZNi[(Ye)i — ym]? p-1 MQreg = SQreg/(p-1)
Residual SQr = 22 [yij — (Ye)i]? n-p MQ; = SQr/(n-p)
Falta de ajuste SQfaj = ZNi[(Ye)i = Yim]? m-p MQs;j = SQfai/(M-p)
Erro puro SQep = Z2(Vij— Yim)? n-m MQep = SQep/(n-M)
Total SQ¢ = 23 (Yij — Yim)? n-1

Sendo: indice i o nivel da variavel x, indice j refere-se as medidas repetidas da
variavel y em um dado nivel de x, p trata-se do nimero de parametros do polinémio
do modelo de calibracdo, n € o numero total de medidas e m € o numero de niveis

da variavel independente x.

A validacdo de modelos de calibracédo, obtidos pela aplicagdo do MMQ,
consiste na analise de trés parametros estatisticos: os residuos, a falta de ajuste e a
significancia de regressao estatistica (NETO et al., 2001).

Na analise de residuos deixados pelo modelo, verifica-se o comportamento
dos erros de previsdo em relacdo aos dados experimentais. No grafico dos residuos,
€ possivel identificar o tipo de erro associado aos dados ou estrutura sistematica nao
descrita pelo modelo. Dessa forma, se o0s residuos apresentarem algum perfil
tendencioso, este serd um indicativo de uma falta de ajuste apresentada pelo
modelo. No entanto, se os residuos se distribuirem aleatoriamente em torno do
“zero” teremos apenas erros aleatorios (RIBEIRO et al., 2008).

Quanto ao teste de falta de ajuste, este € utilizado para comparar, para 0s
varios niveis da variavel x, a média quadratica da falta de ajuste (MQs,;) com a média
guadratica devida ao erro puro (MQep). Assim, se a razdo MQs/MQep for menor que o
valor do ponto de distribuicdo F, referente aos graus de liberdade de MQs; € MQep,
para um nivel de confianca de 95%, temos um modelo sem falta de ajuste. Neste
caso, estas duas meédias quadraticas refletem apenas os erros aleatérios associados
aos dados experimentais. Caso contrario, 0 modelo apresenta falta de ajuste e
necessita ser reestimado e revalidado (RIBEIRO et al., 2008).

O teste de significancia de regressdo compara a razao entre média quadratica

associada a regressdo (MQr) € a média quadratica residual (MQ,) com o valor do
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ponto de distribuicdo F referente aos graus de liberdade de MQ.e; € MQ;, a um nivel
de 95% de confianca estatistica. Se esta razao for maior que o valor do ponto de
distribuicdo F, tem-se que a regressédo € estatisticamente significativa. Do contrério,
ndo se pode considerar uma dependéncia (linear, quadrética etc.) entre as varaveis

do sistema que pode ser descrita pelo modelo de calibragdo (RIBEIRO et al., 2008).
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2 Experimental

2.1 Preparo das solucdes utilizadas nas anélises

A descontaminacdo de vidrarias, recipientes, tubos de bombeamento e da
camara de mistura foi feita com &cido nitrico (HNOs) 0,5 mol LX. Em seguida, todo o
material foi lavado com agua ultra purificada por um sistema Milli-Q Plus® (Millipore,
Bedford, MA), com resistividade especifica de 18,2 MQ cm™ a 25 °C.

Uma solucdo estoque de NAC (Sigma®) 9,0x10* mol L foi preparada
dissolvendo-se uma massa de 0,0147 g do padrdo em agua deionizada,
transferindo-a para um bal@o volumétrico de 100 mL e completando o volume com
agua deionizada.

Uma solucdo estoque de Fe3* 1x102 mol L*? foi preparada dissolvendo-se
uma massa de 0,2411 g do sal sulfato férrico amoniacal dodecahidratado,
NHsFe(S04)2-12 H20 (Vetec®), em agua deionizada, transferindo-a para um baldo
volumétrico de 100 mL, adicionando 2 mL de acido sulfirico (H2SO4) 0,5 mol L e
completando o volume com &gua deionizada. Solucdes de Fe3** foram preparadas
em trés niveis de concentragdo (4,0x10%; 7,0x10“ e 1,0x10-2 mol L1) por diluicdo de
trés volumes distintos da solucédo estoque, sendo que cada um destes volumes foi
tamponado em trés niveis de pH (2,7; 3,7 e 4,7). Para isso, utilizaram-se solucdes
tampdo Britton-Robinson recém-preparadas. Assim, obteve-se um total de nove
solucdes de Fe3* para o estudo em fluxo.

Uma solucdo estoque de 1,10-fenantrolina (fen) 0,1 mol L%, foi preparada
dissolvendo-se uma massa de 0,0991 g de Ci2HgN2.H20 (Aldrich®) em A&cido
cloridrico (HCI) 0,2 mol L%, transferindo-a para um baldo volumétrico de 5 mL e
completando o volume com agua deionizada. Solucdes de fen foram preparadas em
trés niveis de concentracgdo (3,0 x 1073; 6,0 x 102 e 9,0 x 103 mol L*) por diluicdo de
trés volumes distintos da solucdo estoque, totalizando trés solu¢cdes deste reagente

para o estudo.

2.1.1 Preparo das amostras

Cinco amostras de medicamentos contendo NAC foram adquiridas no

comércio local da cidade de Jo&do Pessoa-PB, Brasil, sendo trés destas liquidas (na



Experimental m

forma de xarope) e as outras duas solidas (na forma de saché), sendo cinco
envelopes de 200 mg de NAC para cada amostra, totalizando uma massa de 2 g de
amostra solida.

Para o preparo das amostras liquidas, cada produto foi submetido a uma
purga de nitrogénio por cerca de 2 minutos. Apds isso, uma aliquota de 0,367 mL de
cada produto foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL, completando o
volume com agua deionizada.

Em relagdo ao preparo das amostras solidas, a massa contida em cinco
envelopes de um mesmo produto, 1 g, foi armazenada em recipiente apropriado.
Apbs isso, uma massa de 0,0147 g (1,5% da massa contida nos cinco envelopes) foi
dissolvida em agua deionizada e transferida para baldo volumétrico de 100 mL,

completando o volume com agua deionizada.

2.2 Planejamento fatorial 23 com ponto central

Para avaliacdo da influéncia dos parametros quimicos do sistema; [Fe3'],
[Fen] e pH; sobre a resposta, absorbancia do complexo [Fe(ll)-(Fen)s], foi realizado
um planejamento fatorial 23 com ponto central. A estratégia experimental foi analisar
os dados de absorbéancia, calculados a partir da Equacéo 9 (secdo 1.2.5). Na
Tabela 2 é apresentado o dominio experimental com os fatores estudados e seus

respectivos niveis.

Tabela 2 — Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial.

Nivel
Fator
-1(minimo) O(ponto central) 1(maximo)
[Fe*'] (mol/L) 4x10* 7x10% 1x10°3
[Fen] (mol/L) 3x103 6x1073 9x103

pH 2,7 3,7 4,7
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Este dominio foi definido com a finalidade de realizar estudos em torno de
valores Otimos, univariados, encontrados na literatura (PESSOA-NETO, 2011)
relacionados a cada variavel envolvida na reacdo colorimétrica, de modo que por
motivos de simetria, esses valores 6timos sdo os pontos centrais do planejamento.
Para esses estudos no sistema automatico proposto, mantiveram-se constantes: a
concentracdo de NAC em 9x10“ mol L?, a velocidade de rotacdo da bomba em 60
rpm, a area da regido de interesse (RI) para captura da imagem em 1400 pixel e os

tempos de acionamento das valvulas de NAC e da 4gua iguais a 4,5 s.

2.3 Determinacao de NAC em formulagdes farmacéuticas

2.3.1 Método de referéncia

A titulacdo iodométrica é recomendada pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA,
2010). Neste procedimento, a amostra contendo NAC é titulada com solucéo padrao
de iodo (I3) 0,05 mol L e o ponto final de titulagédo é determinado utilizando 1 mL de
suspensao de amido 1% como indicador. Para a padronizagdo da solugdo de I3
utilizou-se uma solucdo de tiossulfato de sédio pentahidratado (Naz2S203.5H20)
padronizada com iodato de potassio (KIOs) 0,0083 mol Lt. A Equacdo 14 foi
utilizada para o célculo da concentracdo da solucdo de Na2S20s3 em funcdo do
volume médio gasto de solucdo de Na2S20s3. Enquanto que a Equacédo 15 foi
utilizada para o célculo da concentracdo da solucdo de I3 em funcdo do volume

médio gasto de solugdo padronizada de Na2S20s.
Equacéo para o calculo da concentracdo de Na2S20s:

6 * M(KIO3) = V(KIO3) (14)

M (Naz25S203) = V(Naz2S203)

Onde M(NazS203) € a concentracdo molar da solucdo de Na2S203, V(Na2S203) € 0
volume médio gasto de solucdo de Na:S:20s3 (leitura da bureta), M(KIO3) é a
concentracdo molar da solugdo padrdo de KlOs (0,0083 mol L?) e V(KIO3) é o

volume de solugéo de KIOs no baldo de Erlenmeyer (10 mL).
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Equacéo para o célculo da concentragéo de I :

M (I M(Na2S203) * V(Naz25S203) 15
(5 -5 (15)

Onde M(I5) é a concentracdo molar da solugéo de I3, V(I3) é o volume de solucéo
de I3 no baldo de Erlenmeyer (25 mL), M(Na2S203) € a concentracdo molar da
solugédo padronizada de Na2S203 (0,102 mol L) e V(Na2S203) é o volume médio

gasto de solugao de NazS20s3 (leitura da bureta).

A analise volumétrica de cada amostra é realizada em triplicata e as
concentracfes de NAC sdo estimadas a partir da equacéao titrimétrica (Equacédo 16)

gue relaciona as quantidades de titulante (I3) e de analito (NAC).

M(I3) * V(I3) (16)
V(amostra)

M(NAC) =
Onde M(NAC) é a concentracdo molar de NAC na amostra, V(amostra) é o volume
da aliquota da amostra no baldo de Erlenmeyer (0,367 mL), M(I3) é a concentracéo
molar da solugdo padronizada de I5 (0,066 mol L) e V(I3) é o volume médio gasto

de solucao de I3 (leitura da bureta).
2.3.2 Montagem do sistema automatico proposto

Para a montagem do sistema automatico proposto para determinacao de NAC
foram utilizados o0s seguintes equipamentos e componentes: uma camara de
mistura; um agitador magnético; uma bomba peristaltica; tubos de bombeamento;
cinco vélvulas solenoides de trés vias; um acionador de valvulas com placa Arduino®
integrada; um circuito com LED branco; uma webcam e um notebook.

Na Figura 7 sdo mostrados em detalhes os equipamentos e componentes

empregados na montagem do sistema, 0s quais serdo comentados em seguida.
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Figura 7 - Vista superior do analisador automatico em fluxo-batelada para
determinacdo de NAC por imagens digitais. Equipamentos e componentes: (a)
camara de mistura com LED branco na parte superior e barra magnética na parte
interna (b) agitador magnético; (c) webcam; (d) bomba peristéltica; (e) acionador de
vélvulas; (f) placa Arduino Uno; (g) notebook; valvulas solenoides (h) V1 — valvula de
NAC, (i) V2 — valvula de Fe3*, (j) Vs — valvula de Fen, (I) V4 — valvula de H20 e (m) Vs
— vélvula de descarte.

Fonte: Autor.

Uma camara de mistura (CM) confeccionada em PTFE (politetrafuloretileno)
com janelas de quartzo (Figura 8) foi utilizada para adicdo dos fluidos,

homogeneizacéo e detec¢ao via webcam.
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Figura 8 — CM confeccionada em PTFE com janelas de quartzo.

Fonte: Autor.

Esta CM tem formato cilindrico e volume interno de 3,57 mL, contendo 6
canais de entrada, 1 canal de saida e 3 janelas de quartzo. Uma dessas janelas foi
usada para a deteccado, para isso, posicionou-se uma webcam de alta resolugcao
frontalmente a esta janela que tem um angulo de 90° em relac&o as outras duas. Foi
adicionada na parte interna de CM uma pequena barra magnética também
confeccionada em PTFE de 5 mm, para promover a homogeneizacdo rapida das
solucdes. A rotacdo desta pequena barra foi controlada por intermédio de um
agitador magnético (IKA lab disc, modelo White). Além disso, com a finalidade de
manter a parte interna de CM com luminosidade constante foi posicionado em sua
parte superior um LED branco de alto brilho (Bluecell) controlado por um dimmer
com potencidémetro de 10 K.

Para a propulsdo dos fluidos foi empregada uma bomba peristaltica MCP®
programavel equipada com 8 roletes e 10 canais. Cinco desses canais foram
utilizados para interligar cinco valvulas solenoides three-way da Cole Parmer®
(modelo EW-01540-13) por intermédio de tubos de bombeamento de Tygon® e
Teflon®, com a finalidade de comutar os fluidos para CM.

Para o acionamento das valvulas solenoides foi construido um acionador de
valvulas, constituido por uma placa Arduino® (UNO), contendo um circuito integrado
ULNZ2003A (Figura 9), fabricado pela Toshiba, que € um arranjo de oito transistores
do tipo Darlington, adequados para tolerar alta tensdo e corrente. O uso desse
dispositivo torna possivel o controle independente ou simultaneo, de até 8 portas de

saida da placa.
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Figura 9 — Diagrama esquemadtico do circuito eletrénico para interface de controle
das valvulas solenoides, agitador magnético e LED branco.

\

V,

Vs

Vs

Vs

Fonte: ALMEIDA et al. (2018).

As vélvulas solenoides sdo alimentadas com uma tenséo de 12 V e séo
acionadas quando o ULN2003A recebe uma tenséo superior a 3,8 V em suas portas
de entrada, gerando uma corrente de 150 mA nas portas de saida, onde estédo
conectadas as valvulas.

O sistema de deteccdo usado para captura das imagens digitais foi uma
webcam de alta definicdo da Microsoft® LifeCam Cinema (Figura 10). Esta webcam
foi posicionada frontalmente a janela de quartzo de CM de modo a ndo haver luz
externa interferente. Para a captura das imagens digitais foi definida uma resolugéo
de 1280x720.
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Figura 10 — Modelo da webcam de alta definicdo usada para a captura das imagens
digitais.

0.94" / 24mm 181"/

Microsoft

Fonte: https://lwww.microsoft.com/accessories/pt-br/products/webcams/lifecam-cinema/h5d-00013
(2018).

Por fim, o acionador de valvulas e a webcam, descritos anteriormente, foram
conectados a um notebook ASUS com processador Intel® Core i3 de 1.5 GHz e
memoria RAM de 2 GB, através das portas de comunicacdo USB 2.0. Esse
interfaceamento permite controlar todo o sistema, desde os comandos enviados ao
acionador de valvulas até o monitoramento dos sinais analiticos detectados. Para o
gerenciamento do sistema foi desenvolvido um aplicativo de controle, que sera

discutido em seguida.

2.3.2.1 Programa computacional de controle, aquisi¢ao e tratamento de dados

O programa de controle de acionamento das valvulas e aquisicdo e
armazenamento das imagens digitais usado nesse trabalho foi o Flowing, cuja
interface é apresentada na Figura 11. Este programa foi escrito na plataforma
Adobe AIR for Desktop em linguagem ActionScript 3.0 pelo nosso grupo de

pesquisa.


https://www.microsoft.com/accessories/pt-br/products/webcams/lifecam-cinema/h5d-00013
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Figura 11 - Interface grafica do programa Flowing.

Fe(lll) sequential
s i %  Flowing Rosinaldo
Fenantroline  sequential )
9000 ms s washes, | O repents: 10
Water sequential LED CONTROL
6000 ms @ @
pin: 6 68
NAC sequential
3000 ms CALIBRATION
M'x m m off Additions: 1
W 5000ms. 1 SIGNAL
Water sequential 6 ag
28000 ms 0= _ Q. =_
232 17
U ER sequential o — -

Fonte: Autor.

A interface grafica do programa Flowing apresenta as seguintes funcdes:

e Controle de tempo de acionamento das valvulas solenoides — Os tempos
definidos para cada etapa foram estabelecidos na escala de milissegundos.
Esses valores de tempo possibilitam a adicdo precisa dos volumes de
padrdo/amostras e reagentes em CM,;

e Leitura do sinal analitico — O programa permite a deteccdo do sinal
analitico via webcam, a qual captura a imagem e os valores RGB gerados
sdo armazenados automaticamente na memoéria do notebook. A partir desses
valores, sdo calculados os valores de absorbancia pela Equacédo 9 (Secéo
1.2.5);

e Procedimentos analiticos — O programa permite ao analista definir os
seguintes parametros opera¢cdes necessarios para o procedimento analitico:
namero de replicadas, nimero de limpeza de CM, tempo de agitagéo,
selecdo do tamanho da regido de interesse e controle da luminosidade do
LED.
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2.4 Procedimento automéatico

Na Figura 12 € apresentado um diagrama esquematico do sistema
automético fluxo-batelada proposto para determinacdo de NAC por imagens digitais.
O arranjo fisico do sistema se manteve inalterado durante todo o processo analitico

aplicado.

Figura 12 — Diagrama esquematico do analisador FBA para determinacdo de NAC
por imagens digitais. Equipamentos e componentes: CM com LED branco na parte
superior e barra magnética na parte interna; agitador magnético (AM); webcam;
bomba peristéltica (BP) e valvulas solenoides (V1-Vs).

NAC / \\\ LED branco ™

L _—r \

BP @ N \ : /j]\: Webéiin
f/ il — V2
\ I 1

- ‘ / W\ ! | >
Fe(Ill) L — | L 4

L [ i<

(-- T BE @ V3 // ) I\.:) I

..-/. I | ,/ \l: = e
Fen -— / J -

o N | e

b= 1=
H,0 Y Vs I—:-|

Descarte

Fonte: Autor.

A automacao do sistema teve como base a reagdo quimica colorimétrica que
envolve duas etapas: 1) reacdo (em pH controlado) do analito NAC com Fe(lll) para
gerar Fe(ll) e em seguida 2) complexacao do Fe(ll) gerado com a Fen para formacéo
do complexo laranja-avermelhado (FORNAZARI et al., 2005), conforme as
Equacbes 1 e 2 (Secédo 1.2.3.2).

Antes de qualquer andlise, é realizado o preenchimento de todos os canais do

sistema. Inicialmente, as solucdes dos reagentes e padrao/amostras sdo aspiradas
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de seus respectivos recipientes e bombeadas em dire¢cdo aos proprios recipientes,
ficando assim em fluxo ciclico conhecido como fluxo intermitente. Apés isso, as
valvulas de Vi, V2, V3 e V4 sdo acionadas, de modo que as respectivas solugdes séo
bombeadas em direcdo a CM, preenchendo todos os canais localizados entre as
valvulas e CM. Por fim, a valvula Vs é acionada por 30 s, aspirando todo volume de
CM para o descarte. Este procedimento deve ser realizado sempre que houver a
troca de solucdes contidas nos recipientes (padrao/amostras e/ou reagentes).

Para andlise do branco, as valvulas V2 (Fe®'), Vs (Fen) e V4 (H20) séo
acionadas sequencialmente com tempo total de 27 s, assim CM é preenchida com
um volume total de 3,57 mL e as dez imagens do branco sdo capturadas e
armazenadas durante um intervalo de tempo de 2 s cada.

As solucdes analiticas (8,08x10°; 1,07x10%; 1,33x10%; 1,59x10%; 1,85x10*
mol L) foram preparadas dentro de CM a partir adicdo de aliquotas da solucéo
padrdo estoque de NAC 9x10% mol L' e de agua. Para isso, as valvulas V2 (Fe®*
1x103 mol L) e V3 (Fen 9x102 mol L*) permanecem com 0s seus respectivos
tempos de acionamento inalterados em 9 s, enquanto que 0s tempos de
acionamento das valvulas V1 (padrdo de NAC 9x10% mol L?') e V4 (4gua
deionizada) variam proporcionalmente de acordo com a concentracdo da solucéo
analitica que esta sendo preparada, sempre mantendo o volume final de CM
constante e igual a 3,57 mL, conforme mostrado na Tabela 3. Apds cada reacéo, a
imagem do complexo formado é capturada em um intervalo de tempo de 2 s.

Apoés cada analise, a valvula Vs é acionada por 30 s, aspirando todo volume
de CM para o descarte e depois realiza-se a etapa de limpeza em CM com agua
deionizada, pressionando o botédo “whashes”.

O procedimento para analise de NAC nas amostras em CM é similar a
preparacdo das solucdes analiticas. Para isso, 0 recipiente contendo a solugéo
padrdo de NAC deve ser substituido pelo recipiente que contém a solugcdo da

amostra diluida previamente.
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Tabela 3 - Etapas do procedimento automatico para determinacao de NAC nas amostras.

Procedimento

Etapa . Vélvula Tempo (S) Volume (mL)

realizado na CM
Adicao do 0,113-0,839

17 B Vi 1-87/454
padrdo/amostra P10,476 A
Adicdo de agua 0,839-0,113

27 o V4 8-17/45%
deionizada P10,476 A
Adicéo do

3 V2 9 1,35
reagente Fe(lll)
Adicao do

4 Vs 9 1,27
complexante Fen

5 Homogeneizagéo - 5 -
Captura e

6 armazenamento - 2 -
da imagem
Descarte da

7 solucéo do Vs 30 3,57
complexo

Adicao de &gua

8 deionizada para Va4 27 3,57
limpeza
Descarte do

9 Vs 30 3,57

volume de agua

T— etapa realizada em triplicata; ? — para diluicdo do padrao; # — para diluicdo da amostra

Como pode ser observado na Tabela 3, para a diluicho da solucao
padrao/amostra dentro de CM, o somatorio dos tempos de acionamento das véalvulas
V1 e V4 € sempre constante e igual a 9 s e os tempos de acionamento das valvulas
V2 e V3 também séo fixos, 9 s para cada, com a finalidade de manter o volume final
em CM sempre constante e igual a 3,57 mL. Para o caso da diluicdo da amostra
dentro de CM, o tempo de acionamento da valvula Vi1 é sempre igual ao tempo de
acionamento da valvula V4 (4,5 s), com intuito da diluicdo ocorrer proximo do ponto

central da curva analitica.
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3. Resultados e discussao

3.1 Estudo e otimizacao dos parametros operacionais e quimicos do sistema

Com a finalidade de otimizar a sensibilidade e a reprodutibilidade do sinal
analitico, foram feitos estudos dos parametros operacionais (de maneira univariada)

e quimicos (de maneira multivariada) do método proposto.

3.1.1 Parametros operacionais

3.1.1.1 Velocidade de rotacdo da bomba peristaltica

Para avaliar a reprodutibilidade dos volumes de liquidos inseridos na CM em
funcdo da velocidade de bombeamento foram investigadas trés velocidades de
rotacdo da bomba peristaltica: 30, 45 e 60 rpm. Com estas informacdes também foi
possivel avaliar as vazdes nos quatro canais investigados, através dos modelos
lineares obtidos para as curvas de vazao (secao 3.1.1.2). Os resultados séo

apresentados na Tabela 4.

Tabelas 4 — Estudo das velocidades de rotacdo da bomba peristaltica

Valvula V; 1s 3s 5s 7s 9s R2
30 rpm DPR (%) 5,0 2,1 1,3 0,9 0,7 1,0000
45 rpm DPR (%) 5,7 1,4 0,5 0,6 0,5 0,9999
60 rpm DPR (%) 1,7 0,6 0,4 0,4 0,2 1,0000

Vélvula V, 1s 3s 5s 7s 9s R2
30 rpm DPR (%) 1,0 0,4 0,7 0,4 0,2 0,9999
45 rpm DPR (%) 2,4 0,4 0,4 0,2 0,1 1,0000
60 rpm DPR (%) 0,6 0,2 0,2 0,2 0,2 1,0000

Valvula V3 1s 3s 5s 7s 9s R2
30 rpm DPR (%) 33 0,9 0,8 0,6 0,5 1,0000
45 rpm DPR (%) 1,8 0,5 0,5 0,4 0,2 0,9998
60 rpm DPR (%) 2,0 0,9 0,4 0,2 0,2 0,9999

Vélvula V, 1s 3s 5s 7s 9s R2
30 rpm DPR (%) 5,0 2,1 1,3 0,9 0,7 1,0000
45 rpm DPR (%) 5,7 1,4 0,5 0,6 0,5 0,9999
60 rpm DPR (%) 1,7 0,6 0,4 0,4 0,2 0,9999
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A precisdo de bombeamento de volume em todos os canais foi satisfatoria,
com valores de DPR sempre menores que 6,0 %. Como esperado, os valores de
DPR foram sempre maiores em tempos de acionamento de 1,0 s. Ha duas fontes de
incerteza que contribuem para isso: a pulsacéo da bomba (causada pelos roletes) e
a precisdo das medidas de massa de agua.

Com base nos dados obtidos nesse estudo, constata-se que a velocidade de
60 rpm apresentou os menores valores de DPR para todos os tempos de
acionamento estudados, principalmente para o tempo de 1,0 s. Velocidades de
rotacdo maiores ndo foram estudadas, pois foi constatado a partir de testes prévios
gue em velocidades acima de 60 rpm apesar de haver um aumento na frequéncia
analitica tem-se uma diminuicdo muito acentuada na reprodutibilidade das medidas.
Com isso, a velocidade de rotacdo 60 rpm foi adotada para inser¢cdo dos volumes de
amostra e reagentes em CM. Foi estabelecido também que 1,0 s e 9,0 s sdo o0s

respectivos tempos minimo e maximo de acionamento das valvulas.

3.1.1.2 Vazao nos canais

Esse estudo foi feito utilizando os mesmos procedimentos adotados no estudo
da velocidade de rotacdo da bomba peristéltica, onde foi estabelecida a velocidade
de 60 rpm. Na Figura 13 sdo apresentadas as curvas de vazdo das valvulas
solenoides nos tempos de 1, 3, 5, 7 e 9 s. E importante ressaltar que a vazdo no
canal do descarte foi estimada empiricamente a partir de uma média de tempos de
acionamento da valvula do descarte, 0os quais tiveram valores levemente maiores
gue o tempo total de todos os procedimentos anteriores ao descarte, para garantir a

completa aspiracao do volume liquido residual em CM.
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Figura 13 — Curvas de calibracao referentes a vazdo das valvulas solenoides: (a) do
analito NAC, vazdo 0,1037 mL s (Vi); (b) do reagente Fe®*, vazdo 0,1509 mL s*
(V2); (c) do complexante o-fenantrolina, vazédo 0,1404 mL s* (V3) e (d) da agua de
limpeza, vazdo 0,1035 mL s (V4).
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Fonte: Autor.

Apés as devidas conversfes de unidades, foram obtidos os modelos lineares
para as curvas de vazao de cada canal, cujas equacgdes foram: y = 0,1037x + 0,0093
(Valvula 1); y = 0,1509x - 0,0044 (Valvula 2); y = 0,1404x + 0,0108 (Valvula 3) ey =
0,1035x + 0,0091 (Valvula 4), onde y € volume e x é tempo de acionamento. As
linearidades sdo atestadas pelos valores dos coeficientes de correlacdo que foram
praticamente iguais a 1,0. Em teoria, a inclinagdo da curva representa
numericamente o valor da vazdo em um determinado canal, entretanto, €
recomendavel que se use a equacao obtida, pois esta ja agrega os residuos do
modelo obtido pelo método dos minimos quadrados. Estas curvas servirdo de base

para todos os célculos que envolvem volume, vazdo e tempo, 0s quais Sao
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fundamentais para o planejamento dos tempos de acionamento das valvulas e

consequentemente para as analises.

3.1.1.3 Regido de interesse para captura da imagem

Foram analisadas trés areas distintas de janela selecionada para a captura da
imagem, conforme mostrado na Figura 14. As delimitacGes das areas da regido de
interesse (RI) foram definidas via Flowing, mudando os parametros de localizacao
espacial (X,Y) e niumero de pixels nas direcdes X e Y.

Figura 14 — Areas das janelas que foram estudadas para captura das imagens: (a)
janela de area menor com localizacao espacial (X,Y) de 245x170 e éarea 11x10
pixels; (b) janela de area média com localizacdo espacial (X,Y) de 232x170 e area
16x38 pixels e (c) janela de area maior com localizacdo espacial (X,Y) de 223x166 e
area 24x58 pixels.

(@) (b) (c)

Fonte: Autor.

Para esse estudo, foram realizadas no sistema proposto dez medidas para
cada janela, mantendo constantes o0s seguintes parametros quimicos e
operacionais: [NAC] em 1,33x10* mol L%, [Fe3*] em 1x10° mol L, [Fen] em 9x103
mol L1, componente B do vetor RGB e velocidade de rotacdo da bomba em 60 rpm.
Todos os valores de absorbancia foram calculados a partir da Equacao 9 (Secéao
1.2.5). Como se pode observar na Figura 15, ha uma dependéncia do sinal analitico

(absorbancia) com a area da RI.
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Figura 15 — Dependéncia do sinal analitico com a area da janela selecionada para
deteccéao.
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Fonte: Autor.

Pode-se notar que, quanto maior a area da Rl maior a absorbancia do
complexo. Areas maiores nio foram estudadas, visto que a variacdo do sinal
analitico médio com a mudanca da Rl de area média para a Rl de area maior foi
pequena, cerca de 0,78 %. Com isso, a janela de maior area estudada foi a

escolhida para as anélises de NAC nas amostras.

3.1.2 Parametros quimicos

A realizacédo do planejamento fatorial 22 com ponto central permitiu obter um
total de 12 experimentos em condi¢des diferentes, 8 experimentos do planejamento
fatorial 22 e mais 4 experimentos do ponto central. O erro padrdo foi estimado
através de replicatas no ponto central. A resposta avaliada para este planejamento
foi a absorbéancia do complexo [Fe(ll)-(Fen)s] calculada a partir dos valores da
componente B do vetor RGB pela Equacgéo 9 (Secéo 1.2.5).

Na Tabela 5 é apresentada a matriz do planejamento 2% com ponto central
com todos os experimentos contendo: os fatores estudados, seus respectivos niveis

codificados pelos coeficientes de contraste (-1, 0 e 1) e as respostas obtidas.
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Tabela 5 — Matriz do planejamento fatorial 22 com ponto central e absorbancias do complexo

Experimento [Fe3*] [Fen] pH A (Blue)
1 -1 -1 -1 0,406
2 1 1 -1 0,426
3 -1 1 -1 0,490
4 1 1 -1 0,594
5 -1 -1 1 0,105
6 1 1 1 0,383
7 -1 1 1 0,097
8 1 1 1 0,374
9 0 0 0 0,423
10 0 0 0 0,349
11 0 0 0 0,383
12 0 0 0 0,384

Para avaliacdo dos resultados do planejamento fatorial 23 com ponto central
foram calculados todos os efeitos principais e de interacdo (Tabela 6) através do

programa computacional Statistica 8.0.
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Tabela 6 — Efeitos do planejamento fatorial 22 com ponto central

Efeitos Estimativa + erro padréo
Média da interacéao 0,3679 = 0,0086
[Fe*'] (mol/L) 0,1696 + 0,0213
[Fen] (mol/L) 0,0590 + 0,0213
pH -0,2392 + 0,0213
[Fe®*'] x [Fen] 0,02116 + 0,0213
[Fe*] x pH 0,1077 +0,0213
[Fen] x pH -0,0674 £ 0,0213

Os resultados indicam que apenas os fatores [Fe3] e pH afetam
significativamente a resposta. Observando as Equacbes 1 e 2 (1.2.3.2), isso se
deve provavelmente ao fato de que, em ambiente com pH baixo (ou concentracéo
hidrogenidnica alta), ndo acontece a hidrélise do Fe**, ou seja, praticamente todos
os ifons Fe3* estdo disponiveis em solucdo para reagir com o analito NAC.
Paralelamente, quanto maior a concentracdo de Fe®* em solugdo maior a
probabilidade do equilibrio quimico se deslocar no sentido de formacédo de Fe?*,
conforme o principio de Le Chatelier. O fator [Fen] ndo apresenta efeito significativo
porque a fen é apenas o reagente complexante do Fe?* gerado e néao interfere
significativamente na resposta.

O fator [Fe®] apresentou um efeito significativo e com valor positivo,
indicando que a medida em que é empregado em seu nivel superior, tem-se um
aumento de aproximadamente 0,17 na resposta. Ja o fator pH apresentou um efeito
significativo, porém, com valor negativo, neste caso este fator em seu nivel inferior
causa um aumento em torno de 0,24 na resposta.

Pela magnitude dos efeitos principais, verifica-se que a resposta é muito mais
sensivel ao fator pH do que a [Fe®*]. Esses dois fatores apresentaram um efeito de
interacdo significativo e positivo, indicando que a medida em que sao usados

simultaneamente em seus niveis superiores, 0 aumento na resposta € de 0,10.
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Entretanto, como o pH tem um efeito principal negativo, deve-se ponderar ao usa-lo
em seu nivel superior.

Na Figura 16 € apresentada a superficie de resposta, na qual os resultados
experimentais se ajustam a um modelo linear (Equacéo 17), onde a absorbancia A é
expressa matematicamente como uma funcéo envolvendo trés fatores: pH, [Fe®] e
[Fen]. No entanto, para plotar essa superficie tridimensional no Statistica 8.0 se fez
necessario considerar apenas os dois fatores que tém efeito significativo sobre a
resposta, [Fe3*] e pH, mantendo constantes os demais parametros quimicos e
operacionais: [NAC] em 1,33x10* mol L, [Fen] em seu nivel superior, velocidade de
rotacdo da bomba em 60 rpm, componente B do vetor RGB e RI de area maior. A
ANOVA revelou que a razdo MQts/MQep foi menor que o valor de Ftap. Portanto, ndo
ha falta de ajuste do modelo linear a um nivel de 95% de confianga, evidenciando

assim, a confiabilidade para fazer previsoes.

A =0,368 — 0,120xpH + 0,085x[Fe3*] + 0,030x[Fen] + 0,054xpHx[Fe3*] — 0,034xpHx[Fen] a7
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Figura 16 — Superficie de resposta do modelo linear para os fatores [Fe3*] e pH,

mantendo-se a [Fen] em seu nivel superior, velocidade de rotacdo da bomba em 60
rpm e Rl de area maior.
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Fonte: Autor.

A superficie de reposta indica a possibilidade de obter uma absorbancia de
até 0,6. Com o modelo ajustado, a previsdo para absorbancia é de 0,5923, usando o
fator [Fe3*] em seu nivel superior e o pH em seu nivel inferior, mantendo o fator [fen]
fixado em seu nivel superior. Este valor € muito proximo do valor 0,5944, obtido

experimentalmente, indicando a qualidade do ajuste do modelo linear aos dados.
3.2 Avaliagcdo da componente de cor a ser adotada na calibragcao

ApoOs a captura da imagem, geracdo dos dados RGB e armazenamento dos
mesmos na memoria do notebook, foram calculados os valores de absorbancia
através da Equacdo 9 (Secdo 1.2.5). Na Figura 17 sdo apresentadas as variacdes
dos valores das componentes R, G, B e da norma do vetor RGB em fungédo da

[NAC], que é diretamente proporcional ao tempo de acionamento da valvula V1.
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Figura 17 — Componentes individuais (a) R, (b) G, (c) B e (d) norma do vetor RGB
versus [NAC], que é diretamente proporcional ao tempo de acionamento da valvula

V1.
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Analisando de maneira individual cada componente de cor e também a norma

do vetor RGB, nota-se que as componentes G e B apresentam comportamento

linear em quase todo intervalo de [NAC] estudado. Porém, a componente R e

também a norma do vetor RGB apresentam comportamento ndo linear com

curvatura significativa no caso da norma do vetor, além disso, o perfil obtido para a

componente R tem comportamento sigmoidal. Isso pode ser justificado pelo fato da

cor do complexo formado ser vermelho-alaranjado, com isso a absor¢cao molecular

nao ocorre na regiao do vermelho e sim a emissao ou transmitancia, que é o inverso

da absorbancia.
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3.2.1 Comparagéo das linearidades das componentes G e B

Na Figura 18 € mostrada uma comparacao de linearidade das componentes
G e B do vetor RGB.

Figura 18 — Comparacéao da linearidade das componentes G e B do vetor RGB.
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Fonte: Autor.

Para a escolha da componente 6tima foram avaliados os seguintes parametros:
e Magnitude do coeficiente de determinacédo (R?) - que mede o quanto 0s
dados experimentais estdo ajustados ao modelo de regresséo linear.
e Coeficiente angular da reta — que segundo a IUPAC é uma medida da

sensibilidade analitica.

Diante disso, a reta associada a componente B foi a escolhida por apresentar
uma maior sensibilidade analitica (cerca de quatro vezes maior), apesar de seu R?
ser levemente menor. Com isso, essa componente foi a utlizada para a

determinacdo de NAC nas amostras de medicamentos.
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3.3 Validacédo do método proposto

3.3.1 Anédlise de potenciais interferentes

O efeito de potenciais interferentes na determinagédo de NAC nas amostras foi
avaliado em termos dos principais excipientes normalmente presentes em amostras
comerciais deste medicamento. Os seguintes compostos foram avaliados: estearato
de magnésio, lactose, benzoato de sédio, amido e sacarina. Para isso, adicionaram-
se concentracdes de cada excipiente em uma solugcdo contendo determinada
concentracdo de padréo e o sinal obtido foi comparado antes e ap6s a adicdo dos
potenciais interferentes analisados.

Uma solucdo padrdo de concentracdo 1,4x10% mol L*? foi utilizada e os
potenciais interferentes em concentracbes dez vezes superiores. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Estudo dos potenciais interferentes na determinacdo de NAC em amostras
comerciais empregando o sistema proposto

Excipiente Razdo de concentragdo Variagdo do sinal (%)
(excipiente:NAC*)

Estearato de magnésio 10:1 2,5
Lactose 10:1 5,0
Benzoato de sddio 10:1 4,2
Amido 10:1 3,3
Sacarina 10:1 3,3

*[NAC] = 1,4x10 mol L™

De acordo com os resultados, nenhum dos compostos investigados causou
uma interferéncia significativa na determinagdo do analito. Mesmo os interferentes
presentes em concentracbes dez vezes maior que a concentracdo do analito, o

maior percentual de interferéncia foi de apenas 5%.
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3.3.2 Adicao e recuperacao

Foram realizados testes de adicdo e recuperacao para trés niveis distintos de
concentracdo de solucdo padrdo do analito (0,8; 1,3 e 1,8x10“ mol L!) em cinco
amostras diferentes de NAC. Os resultados foram comparados com os obtidos

utilizando solucdes padrdo do analito na mesma concentracao.

Tabela 8 — Resultados do estudo de adigdo e recuperacdo de NAC adicionado a cinco
amostras comerciais utilizando o sistema em fluxo proposto (n=3)

Adicdo e recuperagao

Amostra Adicionado (10 mol L?) Recuperado (10* mol L) Recuperacdo (%)
0,8 0,820 £ 0,025 103
Al 1,3 1,28 £ 0,019 98,5
1,8 1,82 £ 0,062 101
0,8 0,795 + 0,023 99,4
A2 1,3 1,34+ 0,014 103
1,8 1,85 +0,026 103
0,8 0,842 £ 0,017 105
A3 1,3 1,26 £ 0,012 96,9
1,8 1,77 £ 0,082 98,3
0,8 0,845 £ 0,024 106
A4 1,3 1,36 £ 0,016 105
1,8 1,91 £ 0,060 95,5
0,8 0,818 £ 0,019 102
A5 1,3 1,35+0,014 104
1,8 1,71 +£0,049 95,0

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8, os valores percentuais
de recuperacdo do analito variaram entre 95,0 e 106%, que é uma faixa de
recuperacao aceitavel para o nivel de concentracdo do farmaco. Portanto, ndo ha

uma interferéncia significativa da matriz no procedimento proposto.

3.3.3 Estudo da repetitividade do sinal analitico

Para avaliacdo da repetitividade dos sinais analiticos no procedimento em
fluxo proposto, mostrados na Figura 19, realizaram-se dez medidas utilizando as
concentragbes 8,0x10° e 1,8x10* mol L%, que sdo as respectivas concentragdes

minima e maxima da curva analitica.
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Figura 19 - Estudo da repetitividade para as solu¢cbes padrdo de NAC de
concentragdes (a) 8,0x10°e (b) 1,8x10*mol L (n=10).
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Fonte: Autor.

Nos estudos de repetitividade obtiveram-se desvios padrao relativos (RSD) de
1,1 e 0,7% para as respectivas concentracdes a e b de NAC, evidenciando que a

precisdo das medidas se mantém sob as condi¢gdes constantes do sistema.
3.3.4 Curva analitica

Para a construcdo da curva analitica, apresentada na Figura 20, utilizou-se
um intervalo de concentracées do analito de 8,08x10° a 1,85x10* mol L (8,08x10
5 1,07x10% 1,33x10% 1,59x10* e 1,85x10* mol L?). Ha claramente uma
dependéncia linear do sinal analitico com a concentracdo do analito presente nas
solucbes analiticas, conforme a lei de Lambert-Beer. O comportamento linear &
confirmado pela analise gréafica dos residuos deixados pelo modelo e corroborado

pela andlise de variancia (ANOVA), apresentados em seguida.
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Figura 20 — Curva analitica de absorbancia associada a componente B do vetor
RGB versus concentracdo do analito.
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A equacdo da regressao linear foi A = 8246,5%X[NAC] - 0,0052, onde A é a
resposta analitica (absorbancia) e [NAC] € a concentragdo da solucdo de NAC. A
curva apresentou um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9993 (n = 5) com limites
de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) estimados em 2,18x10°® mol L e
7,26x10% mol L%, respectivamente.

No gréfico de residuos, apresentado na Figura 21, a distribuicdo dos residuos
ao longo da faixa de trabalho estudada se da& de maneira aleatéria, nao

apresentando nenhum perfil sistematico que indique falta de ajuste do modelo.
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Figura 21 — Grafico dos residuos deixados pelo modelo de calibragdo para cinco
niveis de concentracdo em quintuplicata.
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3.3.5 ANOVA

Os resultados obtidos da ANOVA, para a validacdo do modelo de calibragao
utilizando o método proposto, sdo apresentados na Tabela 9. Uma vez definidos os
graus de liberdade, as médias quadraticas foram calculadas utilizando as equacodes

apresentadas na Secao 2.1.

Tabela 9 — Resultados obtidos da ANOVA para validagcdo do modelo de calibracdo
utilizando o método proposto

FONTE Soma Quadratica G.L. Média Quadratica
Modelo SQeg = 2,32284 1 MQreg = 2,32284
Residual SQr = 0,0134999 23 MQ; = 0,000586953

Falta de ajuste SQfaj = 0,00167205 3 MQsaj = 0,00055735
Erro puro SQep = 0,0118279 20 MQep = 0,000591393

Total SQ: = 2,33634 24
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Os resultados dos testes de falta de ajuste e significancia de regressdo sao
mostrados na Tabela 10. Podemos notar que o valor da razdo MQs,/MQep € menor
gue o ponto de distribuicdo F a um nivel de confianca estatistica de 95%,
considerando o mesmo grau de liberdade. Portanto, ndo h& evidéncia de falta de
ajuste para o modelo de calibragdo. Ja o valor da razdo MQ..g/MQ; € muito alto frente
ao ponto de distribuicdo F, considerando o mesmo grau de liberdade e o nivel de

95% de confianca estatistica.

Tabela 10 — Resultados dos testes de falta de ajuste e significancia de regresséao.

Sistema proposto

MQfa/Mer 0;942
MQreg/MQ 3,96x10°
Falta de ajuste 3
Grau de liberdade
Significancia de regressao 1
F tabelado a 95% de Falta de ajuste 9,28
confianga Significancia de regressdo 161,4

3.4 Aplicacao do método proposto nas amostras

A curva analitica obtida foi utilizada para determinacdo do analito NAC em
formulacdes farmacéuticas adquiridas no comeércio local da cidade de Jodo Pessoa
— PB (Tabela 11).



Resultados e discussao

Tabela 11 — Determinacdo de NAC em amostras comerciais adquiridas em comércio local
da cidade de Jo&o Pessoa-PB.

Concentracdo de NAC encontrada

Concentracéo
Amostra  no rétulo (mg Método proposto Método de referéncia
mL™?)
(mgmL?) DPR (%) (mgmL?') DPR (%) Er (%)
Al* 40 38,3 0,7 39,0 1,2 1,8
A2* 40 37,0 1,2 37,4 2,4 1,1
A3* 20 18,2 2,4 18,9 2,0 3,7
A4rx 200 170,3 1,4 173,6 0,1 1,9
A5** 200 188,2 1,8 189,4 0,8 0,6

* - amostra liquida; ** - amostra sélida.

O procedimento proposto e o meéetodo de referéncia apresentam um
desempenho similar em termos de preciséo. De fato, os valores de DPR (%) foram
em geral menores que 2,4 %. Além disso, a aplicacdo do teste t-pareado revelou
ndo haver diferenga estatisticamente significativa a um nivel de confianca de 95%.
Em relacéo a exatidao, o sistema proposto permitiu quantificar o analito com um erro
relativo médio de 1,8 %. Este valor confirma que ha uma boa concordancia entre os
valores dos dois procedimentos.

A avaliacdo do desempenho analitico do analisador proposto demonstra a
viabilidade prética e a confiabilidade das medidas de determinacdo do analito NAC
nas amostras. Além disso, o sistema apresenta uma frequéncia analitica de 30 h,
diminuindo consideravelmente o tempo de analise, 0os volumes de reagentes e
padrdo/amostra gastos e 0 custo por analise em relacdo aos procedimentos

convencionais de analise deste farmaco.
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4 Conclusdes

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia automética baseada em
imagens digitais para determinagdo de NAC em formula¢gdes farmacéuticas. Para
isso, foi construido um analisador fluxo-batelada com uma webcam de alta resolucéo
acoplada a CM, como sistema de deteccao.

Todos os resultados das anéalises mostraram-se estatisticamente satisfatorios
e 0 método proposto foi devidamente validado. Para isso, o0 modelo de calibracao
obtido por regressao linear foi submetido a andlises de variancia para falta de ajuste
e significancia de regressao, realizadas ap6s analise grafica dos residuos gerados.
Através desses testes, verificou-se a inexisténcia de estruturas que evidenciem a
presenca de erros sistematicos e que o modelo é linear dentro do intervalo de
concentracdo investigado. Os resultados obtidos através do analisador proposto e
do método de referéncia nao diferiram estatisticamente quando submetidos ao teste
t-pareado, a um nivel de 95% de confianca. Confirma-se assim, a confiabilidade dos
resultados do analisador proposto tendo como base o método de referéncia.

O analisador proposto requer uma instrumentacdo simples, tendo como
vantagens: o baixo custo (relativo); baixo consumo de reagentes e amostras; baixa
geracado de residuos; reprodutibilidade; versatilidade e robustez. O sistema também
possibilita a realizagdo de um grande numero analises em um curto intervalo de
tempo, apresentando uma frequéncia analitica de 30 analises por hora para a
determinacao de NAC em amostras comerciais.

A metodologia proposta pode ser utilizada em outras aplicacdes analiticas
gue envolvem reacdes colorimétricas, sem a necessidade de grandes modificacfes
em sua estrutura fisica e/ou substituicdo de seus componentes, sendo necessarias

modificagbes apenas no programa de controle e aquisicdo de dados.

4.1 Perspectivas

O presente trabalho tem como perspectivas a aplicacdo do analisador
automatico baseado em imagens digitais para determinacdo de outros analitos, ndo
necessariamente farmacos, mas que apresentem caracteristicas quimicas

estruturais similares ao NAC, como por exemplo, o captopril.
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Planeja-se ainda, para os proximos estudos, um aperfeicoamento do método
de calibracdo utilizando filmagens para realizar calibracdo por gradiente de
concentracdo e/ou titulagdes, utilizando uma webcam Full HD, com a finalidade de
realizar um estudo comparativo entre estas vertentes e a metodologia proposta. O
objetivo secundario das perspectivas de estudos futuros consiste na simplificacdo e
diminuicdo do custeamento da estrutura deste sistema de analise, através do
desenho e desenvolvimento de prototipos de bombas-seringa e véalvulas solenoides

prototipados em impressora 3D.
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