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RESUMO

Titulo: “Um Método Espectrométrico de Emissao em Chama Baseado em Imagens
Digitais para Determinacao Indireta de Farmacos e para Determinacao
Simultanea de Sédio e Calcio”

Neste trabalho a potencialidade da Espectrometria de Emissdo em Chama
Baseada em Imagens digitais (DIB-FES) é demonstrada por meio de duas aplicacoes
completamente distintas. A primeira consiste na determinagdo indireta de trés
farmacos em solucdes injetaveis: diclofenaco sodico, dipirona sodica e gluconato de
calcio e a segunda na combinagéo da DIB-FES com Regressao Linear Multipla (MLR)
para a determinacao simultanea de sédio e calcio em amostras de leite em pd. Até o
presente momento a literatura ndo reporta a utilizagdo da FES tradicional na:
determinacao indireta de substancias organicas, determinacao simultanea de analitos
utilizando um Unico detector e superagcao do problema de interferéncia espectral. Na
DIB-FES as imagens digitais da chama sao capturadas pela webcam na regiao
oxidante da mesma (2,5 cm acima do queimador do fotbmetro) e estdo associadas as
radiacdes emitidas pelos metais presentes na chama ar-butano. Com base no sistema
de cores Vermelho-Verde-Azul (RGB) foram desenvolvidos modelos de calibracdo
univariada e multivariada, os quais foram validados e entdo aplicados em amostras
reais. Em cada aplicacdo os resultados obtidos foram comparados com os resultados
obtidos por seus respectivos métodos de referéncia. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre resultados ao aplicar o teste t emparelhado ao
nivel de 95% de confianca. A precisdo estimada foi melhor do que a de seus
respectivos métodos de referéncia e a exatidao foi verificada por altas taxas de
tendéncia e fatores de recuperacao entre 97 e 104% nas duas aplicagdes.

Palavras-chave: Imagens digitais, Sistema de cores RGB, Espectrometria de emissao
em chama baseada em imagens digitais, Injetaveis e Leite em po.



ABSTRACT

Title: “A Digital Image-Based Flame Emission Spectrometric Method for Indirect
Determination of Drugs and Simultaneous Determination of Sodium and Calcium”

In this work the potential of the Digital Image-Based Flame Emission
Spectrometry (DIB-FES) is demonstrated through two completely separate
applications. The first one consists in the indirect determination of three drugs in
injectable form: sodium dicofenac, sodium dipyrone and clacium gluconate and the
second in the combination of DIB-FES with Multiple Linear Regression (MLR) for the
simultaneous determination of sodium and calcium in powder milk. Up to the present
moment the literature does not report the use of traditional FES in: indirect
determination of organic substances, simultaneous determination of analytes using a
unigue detector and overcoming the problem of spectral interference. In DIB-FES
digital images of the flame are captured by webcam in its oxidant region (2,5 cm over
the burner of the flame photometer) and are associated with the radiation emitted by
metals present in the air-butane flame. Based on Red-Green-Blue (RGB) colour
system, univariate and multivariate calibration models were developed, which were
validated and then applied to real samples. In each application the results were
compared with the results obtained by their respective reference methods. There were
no statistically significant differences between the results when the paired t-test at the
95% confidence level. The estimated precision was better than the respective reference
methods and accuracy was assessed by high values of bias and recovery rates

between 97 and 104% in the two applications.

Keywords: Digital images, RGB colour system, Digital Image-based flame emission
spectrometry, Injection drugs and Powder milk.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. Caracterizacao geral da problematica e proposta de solucao

A Espectrometria de Emissdo em Chama, FES (do inglés: Flame Emission
Spectrometry) também conhecida por fotometria de chama é a técnica mais antiga
para a realizacdo de analise quimica sem a utilizacdo dos procedimentos quimicos
tradicionais (JARREL, 2000).

A FES consolidou-se como técnica analitica por dois grandes feitos
(FILGUEIRAS, 1996):

e Permitiu em poucos anos a descoberta de elementos quimicos,
especialmente os que correspondiam as lacunas presentes na tabela
periddica publicada em 1869 por Dimitri lvanovich Mendeleev.

e lLancou as bases experimentais para estudos da constituicdo intima da

matéria e o desenvolvimento de outros modelos atdmicos.

Apesar dos trabalhos de Blnsen e Kirchhoff demonstrarem que usando a
FES é possivel determinar varios elementos, na pratica ela é indicada apenas para a
determinacdo de metais alcalinos (Li, Na, K, Rb e Cs) e alguns metais alcalino-
terrosos (Ca, Sr e Ba) pois estes possuem energias de ionizacdo relativamente
baixas. Neste caso, ela ndo poderia ser utilizada na determinagdo de substancias
organicas.

Nos fotdbmetros de chama comerciais o isolamento das raias de emissdo €
feito por intermédio do uso de filtros dépticos de interferéncia individuais, os quais
estao disponiveis apenas para determinagao de Li, Na, K e Ca. Para cada filtro de
interferéncia existe um sistema eletrénico independente (instrumento multicanal),
permitindo que determinagdes simultaneas sejam realizadas.

Considerando um determinado filtro de interferéncia, a realizacdo de
determinagdes simultaneas utilizando este mesmo filtro ndo é possivel devido a sua
janela espectral que impossibilita a captura simultdnea de mais de um sinal analitico.

Uma variante da FES tradicional denominada Espectrometria de emissdo em
chama Baseada em Imagens digitais, DIB-FES (do inglés: Digital Image-Based
Flame Emission Spectrometry) proposta por neste trabalho mostrou um excelente

desempenho analitico na determinacao direta de litio, sddio e céalcio em comprimidos
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antidepressivos, soro fisioldégico e aguas respectivamente (LYRA et al., 2009).
Neste trabalho propbe-se o uso da DIB-FES na determinagédo indireta de

farmacos em injetaveis e na determinagao simultanea de sédio e célcio em leite em

po.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo geral
Demonstrar a potencialidade da DIB-FES para a determinacdo indireta de
farmacos em solugdes injetaveis e para a determinacédo simultanea de sodio e calcio

em amostras de leite em p6 mesmo na presenga de interferéncia espectral.

1.2.2. Objetivos especificos

+ Investigar a emissdo em chama do diclofenaco sédico, dipirona sédica e
gluconato de célcio;

+ Investigar a influéncia da emissao simultinea de metais na chama sobre a
resposta analitica na DIB-FES;

+ Investigar a influéncia da interferéncia espectral sobre as componentes RGB;

+ Desenvolver modelos de calibragdo uni e multivariados;

+ Validar os modelos de calibracdo univariada por intermédio da andlise de
variancia, ANOVA (do inglés: Analysis of Variance);

4+ Validar os modelos de calibragdo multivariada por intermédio de ferramentas
de diagnéstico;

+ Aplicar a DIB-FES na determinacgédo indireta de diclofenaco soédico, dipirona
sbdica e gluconato de calcio em injetaveis e na determinacédo simultanea de
sédio e calcio em leite em po;

+ Avaliar o desempenho da DIB-FES comparando-a com os métodos de
referéncia por intermédio de testes estatisticos aplicados aos resultados das

determinacdes analiticas.
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1.3. Métodos diretos de calibracao univariada

1.3.1. Método dos minimos quadrados ordinarios

Ao construir uma curva analitica o ideal é que a mesma passe “0 mais
proximo possivel” dos pontos experimentais. Para tal o método mais utilizado
método dos Minimos Quadrados Ordinarios, OLS (do inglés: Ordinary Least
Squares) que fornece resultados ndo tendenciosos e com variancia minima dentro
de certas suposicoes de natureza estatistica (DRAPER e SMITH, 1998 e
MONTGOMERY e PECK, 1982).

Nos modelos de calibragdo univariada, a propriedade de interesse (y) esta
diretamente relacionada com a concentracdo do analito (x) na forma a + BX. Entao

pode-se escrever um modelo de primeira ordem

y= oa+Bx+ € (1)
isto €, para um dado x, uma observacao correspondente y consiste do valor o + Bx
mais uma quantidade € , o incremento pelo qual qualquer y individual pode cair fora
linha de regressdo. Usando as informacdes fornecidas pelo banco de dados para
obter os estimadores a e b de a e B pode-se entdo escrever.

9 =a+ bx 2)

onde ¥, |é-se “y chapéu”, denota o valor previsto de y para um dado x, quando a e b

sao determinados por regressao linear usando o método OLS.

Para um dado numero de observagées (X1,Y1), (X2,¥2), ... , (Xn,Yn) pode-se
escrever:

yi = a+ Bx;+ € (3)

parai= 1,2, .., n, entdo a soma dos quadrados dos desvios da linha ideal (que

possui as menores distancias com relagdo aos pontos) é:
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S= XiLief = XiLi(vi —a— bxy)? (4)

S também é chamada de funcdo soma dos quadrados. Escolhendo nos
estimadores a e b para os valores que, quando substituidos por a e B na Equacao 4,
produzem os menores valores possiveis de S. Os valores de a e b podem ser
determinados diferenciando a Equacao 4 primeiro com relagdo a a e em seguida
com relacéo a p tem-se.

ad
B = 23,0y~ a- bx) (5)

as
o5 = 2Xiaxi(yi— a— bxy) (6)

Igualando as duas derivadas a zero e admitindo que os estimadores a e b sdo

as solucdes das Equacoes 5 e 6 tem-se:
Yii(yi—a—bx) =0 (7)
Yic1%i(yi — a— bx;) =0 (8)

Desdobrando os somatérios das Equacoes 7 e 8 tem-se um sistema de duas

equacdes lineares, que sdo chamadas equagdes normais:

an+ bYiL;xi = XL, i (9)
ayi;x+ b2?=1xiz = YL XiYi (10)
Cuja solucao é:
a=y— bx (11)
_ ILx-R(@i-Y)
b= T (xi— X)2 (12)

A Equacao 11 é o intercepto da reta e a Equacao 12 é a inclinagdo da reta
que melhor se ajusta aos pontos experimentais (reta ideal). Os erros padréao
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associados as estimativas desses parametros podem ser calculados por intermédio
das expressdes (PIMENTEL E BARROS NETO, 1996):

Z{lzl(Xi)Z (1 3)

n Z?:l(xi_ )_()2

s(b) = ———— (14)

Z?:l(xi_ )_()2
S =4 MQResidual (1 5)

s(a) =s

A MQgesiqual € calculada de acordo com a Equacao 41 (Secao 2.1.3.).

A partir dos valores dos erros padrdo das estimativas de a e b, sao
construidos o0s seus respectivos intervalos de confianga a um dado nivel de
confianga para verificar se os parametros possuem significancia estatistica.

Utilizando a distribuicdo de Student, o intervalo de confianga é construido em

torno das estimativas de a e b:

a= a = t,s(a (16)

B=b £ t,s(b) (17)

onde t € o ponto da distribuicdo de Student a um dado nivel de confianca
(geralmente 95%) e v graus de liberdade. O numero de graus de liberdade, v, é 0

mesmo da MQResidual-

Se o intervalo de confianga de algum parametro contenha o zero, isto significa
que a hipotese nula é verdadeira e o0 parametro em questao nao possui significancia
estatistica. Caso o intervalo de confianca de algum parametro ndo contenha o zero,
isto significa que a hipbtese nula deve ser rejeitada e o parametro em questdo
possui significancia estatistica.

Para a utilizacdo satisfatéria do método OLS é necessario que algumas
condicbes com relacdo a natureza dos erros associados as medidas sejam

satisfeitas:
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+ Os erros nas medidas sao exclusivamente oriundos de flutuagées do sinal
analitico (variavel dependente y). Mesmo que a concentragdo do analito
(variavel independente x) esteja sujeita a erros, quando comparados com 0s
erros em y estes devem ser despreziveis;

+ Os erros ¢ sao variaveis aleatérias com média igual a zero e variancia
constante o2 (homocedasticidade);

+ Os erros g ndo sao correlacionados;

+ Os erros g; seguem uma distribuicao normal.

Ao preparar as solucdes padrao com rigor analitico, a primeira condicao é
satisfeita sem maiores dificuldades.

A segunda condicdo é normalmente satisfeita se a técnica analitica utilizada
ndo possui uma faixa de trabalho extensa. Entretanto algumas técnicas analiticas
possuem faixas de trabalho bastante extensas, como conseqliéncia a variancia do
sinal analitico é proporcional a sua intensidade e neste caso o método OLS néao
podera ser utilizado, sendo recomendado o uso do método dos minimos quadrados
ponderados, WLS (do inglés: Weighted Least Squares) (DAVIDIAN e HAALAND,
1990).

A preparacado das solucdes padrdo de calibracdo, de forma independente,
porém de maneira semelhante em cada nivel de concentragdo possibilita que a
terceira condicao seja satisfeita.

Por fim as medidas analiticas devem ser realizadas de maneira aleatoria para

que nao haja correlacao entre os erros na determinagao da concentracéao do analito.

1.4. Métodos inversos de calibracao multivariada

1.4.1. Regressao Linear Multipla

A regressao linear multipla, MLR (do inglés: Multiple Linear Regression) foi
proposta por Sternberg et al. (1960). Este método de regressado busca estabelecer
uma relacao linear entre sinais analiticos e concentragdo de mais de um analito por
meio da aplicacdo do método dos minimos quadrados.

O modelo MLR pode ser obtido a partir de uma matriz X de respostas
instrumentais com dimensao (m x k), onde m representa o numero de amostras e k 0

numero de variaveis (k = 3, no caso das imagens digitais obtidas por DIB-FES).
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Além disso, utiliza os dados de uma matriz Y de dimensédo (m x n) (onden é o
namero de analitos) que contém as concentragdes (ou outra propriedade) das
amostras obtidas por um método de referéncia.

Cada variavel dependente de Y é expressa como uma combinacao linear das

variaveis independentes da matriz X por intermédio da expressao:
Y =Xb (18)

onde, o vetor b contém os coeficientes da regressdo e é calculado por minimos

quadrados a partir da pseudo-inversa de X:
b=(X"X)"'X"Y (19)

os indices sobrescritos -1 e T representam as operacdes de inversao e transposicao

da matriz, respectivamente.

Com o modelo determinado, as concentracdées de novas amostras podem ser

estimadas a partir da seguinte equacao:
Yprev = Xprev b (20)
onde Xprev representa a matriz de dados para as novas amostras.
O método MLR apresenta dois problemas que limitam sua aplicacao:

1. O numero de amostras deve ser igual ou superior ao numero de variaveis.
Uma vez que o modelo consiste na resolugdo de um sistema de equacdes
lineares simultaneas, e essa condigdo necessita ser satisfeita. Caso contrario,
o sistema tornar-se-4 indeterminado.

2. Ainversdo da matriz (X"X) que pode promover a propagacéo de erros quando
existe forte correlacdo (grandeza que indica a magnitude e a direcao da
relacdo linear entre duas variaveis aleatérias) ou multicolinearidade (quando
qualquer variavel independente é altamente correlacionada com um conjunto

de outras variaveis independentes) entre as variaveis.
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Um método para avaliar o grau de multicolinearidade entre um conjunto de
variaveis é o fator de inflagdo da variancia, VIF (do inglés: Variance Inflation Factor)
(GALVAO e ARAUJO, 2009; DRAPER e SMITH, 1998).

Para uma k-ésima variavel, o VIF é calculado como:

1

VIF() = 7=

(21)

onde: p(k) é coeficiente de correlagdo entre a variavel xx € 0 Xk estimado P€1a regressao

com as variaveis restantes.

Em outras palavras, é feita uma regressao entre xx e as variaveis restantes.
Assim estima-se o vetor de coeficientes b utilizando xx na Equacao 19 e com os
valores de b estima-se X estimado Utilizando a Equacao 18 e assim p(k) é calculado

de acordo com a equacgao:

p(k) = Lzll\l (Xk estimado ~ Xk estimado) (Xk - )_(k) (22)

N-1 SXk estimado Sxx

onde: )_(k estimado é a média de Xk estimado
Xk € a média de xy

€ 0 desvio-padrao de Xy estimado

SXk estimado

Sx, € 0 desvio-padréo de x;

N é o nUmero de amostras

O valor de VIF(k) € um indicativo do grau com que a variancia de by estimado
inflaciona (aumenta) com relagao a variancia que resultaria se as variaveis restantes
ndo fossem correlacionadas. Um wvalor alto do VIF indica uma forte
multicolinearidade da variavel em relagdo as demais. Valores de VIF abaixo de 4, 5,
7, 10 sdo citados como indicadores de nao-multicolinearidade (GIACOMELLI et al.,
1998).

Naes e Mevik (2001) utilizaram o método de Regressao por Componentes
Principais (PCR) com o objetivo de minimizar efeitos de multicolinearidade em

problemas de regressao e também de analise discriminante.
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1.5. Validacao de métodos analiticos

A validacao € o processo que confere validade a um método, instrumento ou
equipamento, cujas especificagbes sao aceitas como corretas, conferindo
confiabilidade aos resultados obtidos (LEITE, 2008). Neste processo, por meio de
evidéncias objetivas se comprova que 0s requisitos para uma determinada aplicacao
ou uso especifico sao atendidos (NBR ISO/IEC 17025:2001).

Ter um resultado validado significa que o procedimento, que inclui desde as
condicOes de operacdo do equipamento até a sequéncia analitica, seja aceito como
correto. Para isso estabelecem-se niveis de exigéncia que podem definir a
aprovacao do produto ou espécie em estudo (SILVA e ALVES, 2006).

A fim de confirmar que os métodos analiticos sdo apropriados para uso ao
qual se pretende, o laboratério deve validar:

+ Métodos ndo normalizados;

+ Métodos criados/desenvolvidos pelo préprio laboratério;

+ Métodos normalizados usados fora dos escopos para 0s quais foram
concebidos;

+ Ampliacdes e modificagdes de métodos normalizados.

O processo de validagdo de um método analitico € constituido pelas
seguintes etapas (INMETRO, 2010):

1. Definicao da aplicacdo, objetivo e escopo do método;

2. Definicao dos parametros de validagao e critérios de aceitacao;

3. Verificacdo da compatibilidade entre as caracteristicas de desempenho do
equipamento e as exigidas pelo método em estudo;

4. Qualificacdo dos materiais (padrdes e reagentes);

5. Planejamento dos experimentos de validagcdo incluindo o tratamento
estatistico;

6. Execucao dos experimentos de validacao.

Os parametros que precisam ser estimados durante o processo de validacao
variam de acordo com o tipo de ensaio realizado. Para a determinagdao de um analito

em maior teor (majoritario) os parametros, quando aplicaveis, sao: seletividade,
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linearidade, faixa de trabalho, limite de deteccao, LOD (do inglés: Limit of Detection),
limite de quantificagdo (do inglés: Limit of Quantification), tendéncia, recuperacao,
precisao e robustez (INMETRO, 2010). Ainda de acordo com a referéncia anterior,
para analitos majoritarios com concentracdo entre 1 e 100% nao € necessario
estimar LOD e LOQ.

1.5.1. Seletividade

A seletividade de um método é a extensdo até a qual o mesmo pode
determinar analitos(s) especifico(s) numa mistura complexa, sem a interferéncia dos
outros componentes da mistura (ANVISA, 2005). Caso a seletividade ndo seja
assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente
comprometidas. Na tabela abaixo sdo descritos procedimentos para avaliacdo da

seletividade de um método analitico (INMETRO, 2010).

Tabela 1.1. Avaliacdo da seletividade de um método analitico.

Procedimento

Demonstrar

Comentarios

Fazer analise com a
mostra e materiais de
referéncia pelo método

Habilidade do método de
identificar e quantificar o
analito na presenca de

Evidéncias necessarias
para dar suporte e gerar

em estud(_) e outros interferentes. confiabilidade suficiente.
métodos validados.

Analisar amostras Efeito de interferentes - a Se alterarem 0s
contendo varios presenca de interferentes resultados, aperfeicoar o
interferentes suspeitos na altera a deteccio a método ou selecionar

presenca do analito.

quantificacdo do analito.

outro mais adequado.

1.5.2. Linearidade

E a capacidade de um método analitico demonstrar que os resultados obtidos
sao diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado (SILVA e ALVES, 2006). A linearidade é obtida em termos da
expressdao matematica que relaciona a resposta analitica e a concentracdo do
analito na amostra real. Esta equacao é frequentemente obtida pelo método OLS.

1.5.3. Faixa de trabalho
E o intervalo de concentragdes no qual a sensibilidade é ou pode ser

considerada constante (SILVA e ALVES, 2006). Normalmente esta faixa & expressa
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na mesma unidade do resultado obtido pelo método analitico. A escolha da faixa de
trabalho é feita de acordo com duas condicdes descritas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Parametros para escolha da faixa de trabalho de um método analitico.

Condicao Parametro
Quando se tem uma amostra A concentracdo esperada deve estar no
especifica. meio da faixa de trabalho.
Quando a concentragdo do analito Utilizar a faixa de trabalho para amostras
€ desconhecida. diversificadas.

1.5.4. Limite de deteccao e de quantificacao

O limite de deteccdo, LOD é a menor quantidade do analito presente na
amostra que pode ser detectada, sem necessariamente ser quantificada em
condicdes experimentais definidas. Varia de acordo com o método utilizado.

Nos métodos nao instrumentais, tais como: cromatografia em camada
delgada, TLC (do inglés: Thin Layer Chromatography), titulacdo, comparacao visual,
etc. o LOD se define como sendo a minima concentracdo do analito capaz de
produzir o efeito esperado.

Nos métodos instrumentais a estimativa pode ser feita com base na relacao
de trés vezes o ruido da linha de base ou a partir do desvio padrdao do sinal do
branco (IUPAC, 1976) conforme Equacao 23.

LOD (unidades de concentracio) = > 5 (23)

B (unidades de concentragio—1)

onde: s, é 0 desvio padrao do sinal do branco.
B é a inclinacao da curva analitica e estimada por regressao linear utilizando

pelo método OLS.

O limite de quantificacao, LOQ é a menor quantidade do analito presente na
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis em
condicbes experimentais estabelecidas. Assim como o LOQ, o LOD pode ser
estimado a partir do desvio padrao do branco (IUPAC, 1975) conforme Equacao 24.

10 sp
B (unidades de concentragio—1)

LOQ (unidades de concentracdo) = (24)
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1.5.5. Tendéncia

E expressa em termos de recuperagdo analitica, isto é, a percentagem de
concordancia entre o valor observado (obtido) e o valor esperado (ou previsto)
conforme Equacao 25:

) __ Valor observado

Tendéncia (% %X 100 (25)

Valor esperado

A avaliagdo numérica da tendéncia é um indicativo da exatiddo, pois € um
componente essencial da incerteza global. Quando aplicada numa série de dados
representa a combinacao de erros sistematicos e aleatérios. Esta tendéncia deve ser
corrigida ou demonstrar que ela é desprezivel.

Para avaliar a tendéncia de um método analitico os processos normalmente
utilizados s&o: uso de materiais de referéncia certificados (MRC), participagdo em

comparacgdes interlaboratoriais e ensaios de recuperacao.

1.5.5.1. Ensaios de recuperacao

A recuperacéo esté relacionada com a tendéncia, pois reflete a quantidade de
determinado analito, recuperado no processo, em relagdo a quantidade real
presente na amostra. Essa estratégia é a recomendada pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada, IUPAC (do inglés: International Union of Pure and Applied
Chemistry) (BURNS, DANZER e TOWNSHEND, 2002).

O ensaio de recuperacao consiste na "fortificacao" da amostra, ou seja, na
adicdo do analito em uma ou mais quantidades na amostra (spike) seguida pela
determinacao analito adicionado. O analito deve ser adicionado na amostra antes de
todo processo analitico e preferencialmente na mesma forma em que esta presente
na amostra de modo a evitar avaliacdes excessivamente otimistas.

Calcula-se o fator de recuperacgao usando a Equacao 26:

xa(0+S) —x4(0)

Ra(%) =0

x 100 (26)

onde: x4 (0 + S) é concentracao fortificada do analito (unidades de concentracao).

x5 (0) é concentragao nao fortificada do analito (unidades de concentragao).
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xa(S) é concentracdo adicionada tedrica do analito (unidades de

concentragao).

Deve-se ressaltar que o processo de fortificacdo tenta simular condicdes
reais, nao interferindo significativamente nas interagdes que ocorrem na propria
amostra. Sendo assim 0 ensaio de recuperacdo comporta-se como um método de
adicao padrao, SAM (do inglés: Standard Addition Method).

1.5.6. Precisao

E normalmente determinada para circunstancias especificas para as quais as
medidas sao realizadas. As maneiras mais comuns de expressao da precisao sao
por meio da: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO,
2010). Para uma série de resultados, a precisdo é expressa em termos do desvio
padrao relativo conjunto, RSD conjunto (do inglés: Relative Standard Deviation
overall) (ou coeficiente de variagao, CV).

O coeficiente de variacao é calculado como:

2
Esi-q
2 qi

RSD conjunto (%) =~

x 100 (27)

onde: s; € o0 desvio padrdo da concentracao determinada.
q; € o numero de replicatas da medida.

CMD é a concentracao média determinada.

A repetitividade, ou precisdo intra-ensaios, expressa a precisao considerando
as seguintes condicées de medida: mesmo procedimento de medicdo, mesmo
observador, mesmo instrumento usado sob mesmas condicoes, mesmo local e
repeticbes no menos espaco de tempo possivel. Neste trabalho a precisdo foi
avaliada em termos de repetitividade.

1.5.7. Robustez
Algumas vezes também chamada de solidez, é a grandeza que mede a

capacidade de um determinado método analitico de nao ter o seu desempenho
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afetado quando modificagdes sado introduzidas em seu procedimento. Quando
varios laboratérios utilizam um determinado método analitico € inevitavel que cada
um introduza pequenas variagdes no procedimento. E importante determinar até que
ponto essa pequenas variagdes influenciam o desempenho do método.

Uma maneira de determinar a robustez de um método analitico é a utilizagdo
do teste de Youden (INMETRO, 2010). Trata-se de um teste que permite ordenar e

indicar o tipo de influéncia de cada uma das variagdes sobre os resultados finais.

1.5.8. Critérios de aceitacao para validacao de um método analitico

Apbés a realizacdo dos experimentos necessarios durante a etapa de
validacao é preciso estimar os valores dos parametros recomendados para tal. De
posse destes valores estimados é preciso saber se 0s mesmos sao adequados, para
iSO é necessario que se estabeleca os critérios de aceitacao.

Neste trabalho, os critérios de aceitacdo dos parametros de validacao,

quando aplicaveis, sdo descritos na Tabela 1.3.

Tabela 1.3. Critérios de aceitacdo dos parametros de validacdo usados neste
trabalho.

Parametro Critério adotado
Seletividade Maior ou igual ao do método de referéncia
Linearidade Maior ou igual ao do método de referéncia
Faixa de trabalho Maior ou igual ao do método de referéncia
LOD Menor ou igual ao do método de referéncia
LOQ Menor ou igual ao do método de referéncia
Tendéncia Entre 95 e 105%
Recuperacao Entre 90 e 110%

Precisao Maior ou igual ao do método de referéncia
Robustez Maior ou igual ao do método de referéncia

1.6. Sistema de cores primarias aditivas

No olho a focalizagdo da luz de uma imagem nao é realizada pelo cristalino,
mas pela cornea, camada curva localizada na frente do olho. O cristalino realiza o
foco secundario através do auxilio de minusculos musculos que estao localizados ao
redor dela (FRASER, MURPHY e BUNTING, 2005).

Da cornea até o cristalino a luz passa através de uma abertura chamada
pupila. Essa abertura se contrai ou se dilata de acordo com a intensidade da luz por
meio da acdo da iris (a parte colorida do olho), conforme llustracéo 1.1.
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llustragao 1.1. Anatomia do olho humano.
Adaptado de SILVA JUNIOR e SASSON (2007)

Musculo externo

O cristalino permite a passagem da luz pelo gel transparente chamado de
humor vitreo, formando na retina, parte de tras do olho, a imagem invertida do
objeto.

A retina é a parte do olho sensivel a luz e sua superficie € composta de
fotorreceptores e terminacdes nervosas. Nela, existem dois tipos de fotorreceptores
(células sensiveis a luz) chamados de cones e bastonetes (RETONDO e FARIA,
2006). Tais nomes foram dados devido as suas formas, conforme llustragéo 1.2.

Bastonete g

llustracédo 1.2. Cone e bastonete.
Adaptado de FRASER, 2005

Cada olho possui aproximadamente 120 milhdes de bastonetes e 6 milhdes
de cones (TASI, 2007 e RETONDO e FARIA, 2006). Os bastonetes se concentram
mais ao redor da retina e registram informagdes monocromaticas do claro ao escuro,
sendo muito Uteis para detectar movimentos e visualizacdo com baixo nivel de
luminosidade.

Os cones estao concentrados no centro da retina, area esta chamada de
févea centralis, onde ha maior incidéncia de luz. No centro da févea centalis existe
uma éarea chamada de fovéola, composta totalmente por cones. Os cones sao

sensiveis as REM’s na regido visivel do espectro eletromagnético e estao divididos
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em trés grupos (vermelhos, verdes e azuis) de acordo as suas respectivas curvas de

resposta (llustracdo 1.3). Em fungcédo destas curvas de resposta as cores vermelho,

verde e azul, RGB (do inglés: Red-green-blue) sao chamadas de primarias.

Resposta

400

T T
500 600 700
Comprimento de onda {(nm)

llustracao 1.3. Curvas de resposta dos cones.
Adaptado de RETONDO e FARIA, 2006

cones vermelhos
cones verdes
cones azuis

A partir da identificacdo dos tipos de cones presentes na retina foi

desenvolvido no século XIX o modelo tricromatico de percepgao das cores (TASI,

2007). De acordo com esse modelo a mistura das cores dominantes vermelho, verde

e azul, também chamadas de primarias aditivas, em diferentes combinagdes e niveis

variados de intensidade pode simular todas as cores existentes no espectro

eletromagnético na regido do visivel.

Ao dispor as cores primarias num sistema de eixos € um espaco ftri

dimensional conhecido como cubo de cor (llustracao 1.4).

G (Verde)
A
258 _Amarelo
‘/”’_v,//’.‘ ?‘v/"l‘v
Ciano .~ -~
Branco
Pmﬁg —555* R(Vermelho)
,f /«P‘”ﬁ
o~ e
258 - - -
7 Magenis
B4zl

llustracao 1.4. Cubo de cor.
Adaptado de LYRA, 2008.
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Neste cubo, cada eixo representa a contribuicdo de uma cor primaria com
intensidades variando na faixa 0 - 255 (8 bits), ou seja, com 256 niveis de
intensidade. Cada par de eixos gera um plano em que sao representadas as cores
secundarias (contribuicdo equitativa de duas cores primarias) no vértice de cada
plano. A intersecdo dos trés planos define a cor preta (ndo ha contribuicado de
nenhuma das cores primarias) e a cor branca (mistura equitativa das trés cores
primarias com a intensidade maxima). A diagonal principal deste cubo representa a
escala de cinza.

Se a luz refletida contem a maxima intensidade das luzes R, G e Bo olho
percebe o branco, e se nao existir luz, € percebido o preto (BERNS, 2000).
Combinando duas cores aditivas primarias puras sera produzida uma cor secundaria
(ou primaria subtrativa), conforme o diagrama mostrado na llustracdo 1.5. As cores
secundarias: ciano, magenta e amarelo sdo as cores opostas ao vermelho, verde e

azul, respectivamente.

Vermelho Verde

Azul

llustracéo 1.5. Cores primarias aditivas: vermelho, verde e azul.
Adaptado de LYRA, 2008.

Cada cor no cubo é definida por um Unico conjunto de valores (coordenadas)
de R, G e B e assim cada cor define um Unico ponto neste espaco. Como este
espaco € definido por trés eixos, com cada um contendo 256 niveis de intensidade,
entdo o nimero total de cores possiveis serd: 256 x 256 x 256 ~ 1,67 x 10 cores.

Ao representar as cores primarias por meio de vetores, o cubo de cor passa a
ser descrito por um espaco vetorial em R* (espaco RGB). Para este espaco vetorial
algumas propriedades sdo demonstradas (BOLDRINI et al., 1980).

Quanto ao produto interno de vetores tem-se:
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R-G=0 = RLG (28)
R-B=0 = RLB (29)
G-B=0 = GLB (30)

O simbolo L indica que os vetores sao ortogonais entre si.

Quanto ao produto vetorial de vetores tem-se:

RxG=B (31)
RxB=3G (32)
GxB=R (33)

Quanto ao produto misto de vetores tem-se:

RxG-B #0 (34)
GxR'B#0 (35)
BXR-G#0 (36)

A partir dos resultados dos produtos internos, dos produtos vetoriais e do
produto misto, pode-se afirmar que os vetores s&o linearmente independentes (LI).
Para um conjunto de trés vetores LI a seguinte equacao é valida:

—

R+G+B=0 (37)

Isto significa que a Unica solugdo da equagdo acima é R=G=B= 0 que
corresponde exatamente a origem do sistema RGB (cor preto). Uma vez que o
espaco vetorial RGB é gerado por um conjunto de vetores LI, pode-se afirmar que o
mesmo é uma base canoénica em R°.

No espaco vetorial RGB cada cor passa entao a ser representada por meio de

um vetor posicao, cuja norma € calculada pela distancia euclidiana no espaco.
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llv]l = VR? + G% + B? (38)
onde R, G e B sédo os coordenadas do ponto no sistema de eixos.

E importante destacar que qualquer comprimento de onda na regido visivel do
espectro eletromagnético € definido por unico vetor posicdo. Cada vetor posicao por
sua vez, é definido em termos de sua direcdo no espaco e ndo por sua norma (que
reflete apenas a intensidade da REM). Num espaco tridimensional a direcao de um
vetor € dada em termos de:

+ Angulo diedral (®): angulo entre dois planos verticais e a projecdo do vetor
num terceiro plano;
+ Angulo azimutal (8): o qual é definido como o angulo entre o vetor e o terceiro

plano (que contem a sua projecao).

A representacao geométrica destes angulos € mostrada conforme llustracéo
1.6.

\\\«\CD

_____________________\_\<

llustracao 1.6. Representacdo geométrica de um angulo diedral e de um azimutal.

Num espaco tridimensional é possivel uma quantidade infinita de vetores que
possuem o mesmo valor de norma e, consequentemente com infinitas direcées. No

espaco RGB, como cada eixo assume apenas valores inteiros entre 0 e 255, essa

quantidade diminui drasticamente para apenas seis: RGB, RBG, GRB, GBR, BRG e
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BGR. De acordo com o principio da ordenancia nenhum deles tera a mesma direcao,

pois: RGB # RBG # GRB # GBR # BRG # BGR e para cada um dos seis vetores existe

um par (P,0) diferente. Em outras palavras:

A = f(®,0) (39)

1.7. Emprego de imagens digitais nas ciéncias analiticas

Inicialmente 0 emprego das imagens digitais fazia parte do cotidiano apenas
da microscopia. Hoje em dia muitos outros campos do conhecimento as utilizam
para obtencao de informacées uteis (GELADI e GRAHN, 1996). Sob este aspecto é
inquestionavel a revolugdo que o emprego das imagens digitais provocou nao
apenas nas ciéncias da saude (por meio do diagnéstico por imagens), mas nas
ciéncias como um todo.

O numero de publicacdes envolvendo o emprego das imagens digitais cresce
tanto em revistas cientificas nacionais quanto em internacionais para 0s mais
diversos fins. A cada trabalho publicado antigos conceitos sao revisados,
reinventados ou expandidos, novos conceitos sao criados e principalmente o
vislumbre de outras possibilidades de aplicacbes sdo lancados por seus autores
criando assim um ciclo. Como consequéncia desse processo ciclico tem-se a
consolidacdo desse novo campo da ciéncia das imagens digitais.

A seqguir serdao mostrados, de forma resumida, os trabalhos envolvendo
analise quantitativa que foram publicados até entdo neste campo.

1.7.1. Métodos baseados na emissao de radiacao eletromagnética (REM)

Inicialmente, ATARI e SVENSSON (1986) desenvolveram um sistema
dosimétrico digital de alta resolugdo para caracterizacdo espacial de campos de
radiacao usando a termoluminescéncia do cristal CaF,:Dy e uma camera CCD.

KRAGER, WEISS E GESTELAND (1993) desenvolveram um sistema de
varredura em linha para o imageamento digital da quimioluminescéncia do DNA em
testes de sequenciamento.

MONEMI et al. (1999) usando uma camera CCD, os autores determinaram a
proteina ligante do retinol, RBP (do inglés: Retinol Binding Protein) por

quimiluminescéncia capilar em imunoensaios.
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CARLSSON et al. (2002) investigaram o mecanismo do movimento de
filamentos de actina cortical em leveduras usando imagens digitais a partir de filmes
de microscopia de fluorescéncia.

BUREL et al. (2003) utilizaram uma camera com dispositivo de carga
acoplada intensificada, ICCD (do inglés: Intensified Coupled Charge Device) para
determinar aluminio, chumbo, carbaril e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
PAH’s (do inglés: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) por fluorescéncia molecular e
fluorescéncia induzida a laser. Ambas as metodologia foram aplicadas
determinacgdes ao nivel de ng L™ em, respectivamente, 4gua do mar e de torneira.

FARHAT, NG e ZHANG (2005) realizaram medidas de emisséo
quimiluminescente de um jato de chama difusa.

LE et al. (2005) desenvolveram um sistema radiografico digital. As imagens
radiograficas sdo formadas por uma tela de cintilacao acoplada a uma camera CCD.

LUO, ZHANG e LIFENG (2005) desenvolveram um método simples e sensivel
para determinacdo do fator-o. recombinante de necrose de tumores humanos, rh
TNF-a (do inglés: Recombinant Human Tumor Necrosis Factor alpha) em soro
humano por imagens digitais e imunoensaios com limite de detec¢cao da ordem de 1
ng mL™".

MARCH et al. (2005) desenvolveram um sistema de detecgdo rapida e
contagem de bactérias lacteas da deterioragdo da cerveja usando imuno-ensaio e
uma camera CCD.

FAJARDO, SMITH e SICK (2006) utilizaram velocimetria de particulas por
imagens digitais, fluorescéncia induzida a /aser com resolugdao planar e a
quimiluminescéncia do radical OH para medicao do fluxo local e das condi¢des de
mistura nas proximidades das velas em motores de combustao interna.

BARWOOD (2007) fez o imageamento de minerais por luminescéncia no
infravermelho e catodoluminescéncia mostrando a potencialidade dessa técnica na
pesquisa petrografica.

KOARASHI et al. (2007) desenvolveram um método autoradiografico usando
imageamento de placas e luminescéncia fotoestimulada para identificar rapidamente
a densidade de particulas de pluténio em amostras de filtro.

TSE e CHAN (2008) propuseram a espectrometria de emissdo atdmica com

plasma acoplado indutivamente com visao inferior de base.
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KIM, KO e LEE (2009) desenvolveram um dispositivo microfluidico para
quimioluminescéncia ultra rapida. O dispositivo foi aplicado na reacdo entre 1-
aminopireno, bis(2,4,6-triclorofenil)oxalato, TCPO (do inglés: 17-aminopyrene,
bis(2,4,6-trichlorophenyl)oxalate) e 4-metil-imidazol, 4MImH (do inglés: 4-methyl-
imidazole).

LYRA et al. (2009) propuseram o uso de uma webcam CMOS como detector
em FES. A técnica proposta foi aplicada com sucesso na determinacao de litio,
sédio e calcio em comprimidos antidepressivos, soro fisiolégico e aguas
respectivamente.

COHEN et al. (2010) fizeram o imageamento de glicanos em células vivas em
tempo real por bioluminescéncia.

KHOURY, PARKER e ASWAD (2010) utilizaram uma camera CMOS para
deteccao de proteinas pelo uso de quimiluminescéncia reforcada em Western Blot.
Essa camera apresentou uma sensibilidade comparavel aos filmes de raios-X além
de eliminar o residuo quimico associado ao processamento do filme.

TRIGLAV, ELTEREN e SELIH (2010) otimizaram as condicdes para a
melhoria da qualidade dos mapas de elementos de imagem gerados por ablacao a
laser em plasma acoplado indutivamente a espectrometria de massas, LA-ICP-MS
(do inglés: Laser Ablation in Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry).

WANG et al. (2010) desenvolveram um sistema microfluidico para contagem
de células-T CD4+ em sangue usando deteccao por quimioluminescéncia da reacao
do luminol. O volume de amostra consumido foi de 3uL e os resultados sao obtidos

em segundos.

1.7.2. Em calibracao multivariada

Inicialmente KLODWIG e MACHTLE (1989) usaram o imageamento on-line
de dentro de uma ultracentrifuga para determinacao simultdnea de cinco parametros
em células usando o efeito Schlieren.

LAWRENCE, NEU e SWERHONE (1998) aplicaram parametros de
imageamento multiplo para quantificacdo de componentes algais, bacteriais e
epoxopolimeros em biofilmes microbianos.

HUBNER, WILL e LEIPERTZ (2001) desenvolveram um novo método de
sedimentacao de imagens para a determinacao simultanea de densidade e tamanho

de particulas de solo.
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MALEKI, SAVAFI e SEDAGHAPOUR (2004) determinaram simultaneamente
Fe* e AP* em ligas metélicas sintéticas usando cromazurol S, CAS (do inglés:
Chrome Azurol S), como reagente cromogénico, e redes neurais artificiais, ANN (do
inglés: Artificial Neural Network) para o tratamento de imagens.

SAVAFI, ROSTAMZADEH e MAESUM (2007) exploraram imagens digitais
para desenvolver um sensor éptico visando a determinacdo de pH, empregando
diversos indicadores acido-base e modelos de regressdo em minimos quadrados
parciais, PLS (do inglés: Partial Least Squares) e ANN.

SU et al. (2008) fizeram a determinacao simultanea de clorofila a e lipidios em
microalgas por colorimetria.

STICH et al. (2009) desenvolveram um sensor dual CO./temperatura
utilizando imagens digitais de uma camera colorida e indicadores luminescentes.

VERRI (2009) fez a caracterizagdo com resolugdo espacial de corantes por
luminescéncia fotoinduzida e imageamento digital na regido do infravermelho
proximo, NIR (do inglés: Near Infrared).

KIMURA et al. (2010) fizeram medidas simultdneas de velocidade e pressao
de gases usando microesferas luminescentes.

LOPEZ-MOLINERO et al. (2010) desenvolveram um método para
determinacao colorimétrica de titanio em plasticos utilizando modelos de calibracao
em ANN e pelo método da regressdao em componentes principais, PCR (do inglés:
Principal Component Regression).

HEMMATEENEJAD et al. (2010) desenvolveram a cromatografia de camada
delgada com andlise multivariada de imagens para a determinacao simultdnea de
componentes co-eluentes.

PONTICORVO e DUNN (2010) fizeram o imageamento simultaneo da
pressédo do oxigénio e fluxo sanguineo em células animais usando um dispositivo de
microespelho digital.

FOCA et al. (2011) utilizando imagens digitais e técnicas de calibracao
multivariada conseguiram prever caracteristicas sensoriais e de composicao quimica

em alimentos.
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2. DETERMINACAO INDIRETA DE FARMACOS EM INJETAVEIS

2.1. Consideracoes gerais

Nos ultimos anos regulamentacdes estritas levaram ao aumento da demanda
da industria farmacéutica por ensaios analiticos rapidos e simples (SONG e ZHANG,
2003). A industria esta sempre buscando métodos que garantam o conteludo do
farmaco e identifique adulteracdes, as quais representam riscos a saude (WEINERT,
PEZZA e PEZZA, 2007). A necessidade é por métodos analiticos seletivos, rapidos
e de baixo custo para o controle de qualidade de formulacées farmacéuticas
(MATIAS, VILA e TUBINO, 2004).

Para a determinacdo de farmacos, monografias descrevendo métodos
titrimétricos e cromatograficos sao bastante comuns. Entretanto esses métodos sao
laboriosos, lentos e geram grande quantidade de residuos enquanto usam
guantidades igualmente grandes de reagentes e solventes organicos téxicos.

Uma pesquisa nas edicdoes mais recentes das farmacopeias americana,
brasileira e britAnica mostra os métodos oficiais para a determinacao de diclofenaco
sadico, dipirona sodica e gluconato de calcio (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Métodos oficiais descritos para a determinacdo de diclofenaco sddico,
dipirona sédica e gluconato de calcio em trés farmacopéias diferentes.

Analito Americana Brasileira Britanica
Diclofenaco sédico Titulagao potenciométrica  Espectrometria Cromatografia
em meio n&o aquoso UV-Vis liquida
Dipirona sodica N&o descrito T':g?gfo N&o descrito
Titulacéo Titulacéo

luconato de calcio Nao descrito L S
Gluconato complexométrica complexométrica

De acordo com a Tabela 2.1 apenas a farmacopéia brasileira descreve um
método para a determinacao de dipirona sédica. Detalhes sobre os métodos oficiais

serao dados na sec¢ao 2.1.5.

2.1.1. Determinacao indireta de substancias organicas

Uma variedade de metodologias espectroanaliticas foi desenvolvida para
analises farmacéuticas e biomédicas, as quais possuem certas vantagens tais como:
baixo custo operacional e de manutencao e simplicidade do procedimento analitico
(LYRA et al.,2011).
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Neste contexto, uma tendéncia que surgiu em meados de 1986 foi a da
determinacao indireta de substancias organicas utilizando Espectrometria de
Absorcao Atémica em Chama, FAAS (do inglés: Flame Atomic Absorption
Spectrometry) e Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma Acoplado
Indutivamente, ICP-OES (do inglés: Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry) em funcdo de suas altas sensibilidade e frequéncia analitica que
ampliam o alcance das mesmas (YEBRA, 2000).

De acordo com Yebra (2000) a determinacdo indireta de substancias
organicas utilizando FAAS e ICP-OES ¢ realizada por uma reagéo prévia entre o
analito e um cation de metal de transicdo. A estimativa da concentracdo do analito

pode ser feita utilizando trés estratégias:

1. Apds uma reacdo de precipitacdo, o precipitado é extraido em um solvente
organico e a concentracdo do analito € estimada a partir da concentragdo do
cation metélico na fase organica.

2. Ap6s uma reacao de precipitacdo, a concentracdo do analito € estimada a
partir da concentracdo do cation metalico no sobrenadante (filtrado).

3. Apdbs uma reacao redox, ocorre uma reacao de precipitacdo e em seguida
extragdo por solvente. A concentracdo do analito é estimada a partir da
concentragao do cation metalico na fase organica.

De acordo com as estratégias supracitadas e entre os farmacos determinados
neste trabalho, apenas o diclofenaco sddico foi determinado indiretamente utilizando
FAAS (ALPDOGAN e SUNGUR, 1999 e ISSA et al., 2008).

Apesar dos bons resultados normalmente fornecidos pela FAAS e pela ICP-
OES, estes métodos assim como os titrimétricos e cromatograficos utilizam
reagentes e/ou solventes organicos. Embora haja uma grande variedade de
metodologias para a determinacdo indireta de farmacos, nenhuma delas utiliza os

ions inorganicos associados (contra-ions).

2.1.2. Injetaveis

Consideram-se preparacoes injetaveis as solucdes, suspensdes e emulsdes
estéreis de substancias medicamentosas em veiculos aquosos, oleosos ou outros

apropriados para serem administrados por via parentérica (PRISTA, ALVES e



DETERMINACAO INDIRETA DE FARMACOS EM INJETAVEIS

MORGADO, 1990). Essa forma de administracdo de farmacos é muito eficiente, pois
disponibiliza o principio ativo diretamente na corrente sanguinea, proporcionado uma
acao terapéutica mais rapida e eficaz (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2003).

Toda formulacdo farmacéutica € composta pelo principio ativo (farmaco) e
pelo veiculo, que no caso dos injetaveis pode ser agua, éleos e outros. Todas as
preparacoes injetaveis independentemente do veiculo utilizado devem estar isentas
de microrganismos (estéreis). As preparacdes em veiculo aguoso devem ter pressao
osmdética igual a corrente sanguinea (isotdnicas), apresentar pH préximo da
neutralidade e ndo conter substancias produzidas por microrganismos que causam
febre (apirogénicas). Por outro lado as preparagdes em veiculo oleoso deverdo ser
preparadas com 6leos isentos de acidez (PRISTA, ALVES e MORGADO, 1990).

Quando se prepara medicamentos injetaveis, a escolha do material do
recipiente que ira conté-los € muito importante. As ampolas ou frascos que se
empregam sao frequentemente de vidro, mas também podem ser de polietileno ou
cloreto de polivinila. Os recipientes de vidro utilizados podem ser incolores ou
coloridos. O vidro colorido destina-se a proteger os medicamentos da acéo da luz,
guando estes se alteram nessas circunstancias.

O material de confec¢do dos frascos ndo deve reagir nem com 0 principio
ativo e nem com o veiculo utilizado na formulagao. Deve-se ainda considerar a sua
vedacao, que geralmente, é feito por fusdo, quando se trata de vidro, podendo ainda
ser realizado mediante rolhas de borracha, de teflon, de elastdmeros, etc.
(LACHMAN, LIERMAN e KANING, 2001).

2.1.3. Validacao de modelos de calibracao univariada

Em analise quimica, o modelo de calibragdo somente pode ser usado para
estimar a concentracdo do analito se for capaz de descrever satisfatoriamente o
comportamento dos valores experimentais. Em outras palavras, o modelo ndo pode
apresentar evidéncia estatistica de falta de ajuste. Além disso, deve refletir uma
regressao estatisticamente significativa. Para esse propoésito, a validacao do modelo
pode ser realizada por meio da analise de variancia, ANOVA (BARROS NETO,
SCARMINIO e BRUNS, 2007 e PIMENTEL e BARROS NETO, 1996), cujas

equacgdes encontram-se na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Equacdes para ANOVA de dados experimentais adaptados a modelos
lineares determinados pelo método OLS.

Fonte de Graus de

variacio _liberdade (GL) Media Quadratica (MQ) Equagéo
3 YiLin; [(Ye)i — V17
Regressao -1 MQRegressio = 40
’ " daeg CEDR (40)
Residual n— XL RO - Ge)i] 41)
p MQRe51dual (l’l _ p)
Falta de Y 22 ni[(ye)i — (D]
ajuste m-—p MQFaita de ajuste — (m—p) 2 (42)
Erro puro n—m MQ, _ Zi= ACAIEED] (43)
I'TO puro (n—m)

onde: p = nimero de coeficientes do polinbmio do modelo de calibragdo, n = nimero total de medidas
e m = nimero de niveis da variavel independente x.

A validagao de modelos lineares pela aplicacao do método OLS consiste de:

+ Analise de residuos: verifica 0 comportamento dos erros de previsdo do
modelo (residuos) em relagcdo aos dados experimentais. No grafico de
residuos é possivel identificar o tipo de erro experimental associado aos
dados experimentais. Se aparece uma estrutura no meso é porque o
modelo postulado apresenta uma acentuada falta de ajuste. Caso os
residuos se distribuam aleatoriamente em torno de zero, apenas erros
aleatérios estao associados aos dados experimentais. Os residuos sao
calculados de acordo com a equacao:

E=yi—§ (44)

onde: y;= resposta analitica obtida experimentalmente;
§ = resposta analitica prevista pelo modelo de calibragao.
i = € o i-ésimo nivel da variavel independente x, a qual a resposta y esta

associada.
Para implementar uma ANOVA (Tabela 2.2), & necessario fazer uma

decomposicao algébrica dos desvios das respostas analiticas observadas em

relacdo a média global, (y; — ¥), conforme descrito abaixo:

Gi-9V=0-9+ G- (495)
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A primeira parcela, (§; — y), representa o desvio dos valores previstos (ou
estimados) pelo modelo em relacdo a média global e a segunda, (y;— §;), é a
diferenca entre o valor observado e o previsto pelo modelo (residuo).

Elevando ambos os membros da Equacao 45 ao quadrado e fazendo o

somatério sobre todos os pontos tem-se:
SGi— 9= 2@ - NP+ 20— 9)? (46)

Estas somas de quadrados sao conhecidas como somas quadraticas (SQ) as

quais podem ser representadas como:

SQtotal = SQregressao + SQresidual (47)

onde: SQ:.ta1 representa a variacdo total das observacbes em relacdo a media
global;

SQregressao €XPrime a parcela da variagao total descrita pelo modelo de
regressao;

SQresiqual deNOta a parcela da variagdo total ndo explicada pela equacao do

modelo.
A fim de avaliar se 0 modelo apresenta ou nao falta de ajuste, € necessaria a
realizacdo de medidas repetidas (de maneira auténtica) em pelo menos um dos

niveis da variavel x. Sendo assim, a parcela relativa aos residuos deixados pelo

modelo de regressao pode ser decomposta de acordo com:
(Yij - §) = (Yij -y)— §i— ) (48)
onde: j = € a j-ésima replicata da resposta y;.

Elevando a Equacao 48 ao quadrado e somando sobre todas as observacoes

tem-se:

S SNy = 90 = TN (v - i) + IPENG - 0? (49)
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Esta soma de quadrados é conhecida como soma quadratica residual:

SQresidual = SQErro puro + SQFalta de ajuste (50)

Dividindo-se os valores de todas as somas quadraticas pelos seus
respectivos graus de liberdade, obtém-se as MQ mostradas na Tabela 2.2. Esses
valores sao utilizados nos testes F para verificar se ha falta de ajuste do modelo e
avaliar a significancia estatistica da regressao, conforme descrito abaixo (PIMENTEL
E BARROS NETO, 1996):

+ Teste de falta de ajuste: compara a MQgajta de ajuste COM @ MQgrro puro- Para
um modelo bem ajustado, ambas as médias quadraticas refletem os erros
aleatérios num modelo. Sendo assim ambas estimam a variancia

populacional (6% e, portanto, ndo deve haver diferencas significativas entre

MQFalta de ajuste

seus valores numéricos. Se razao € menor que o valor do ponto

MQErro puro

da distribuicao F referente aos mesmos graus de liberdade de MQpaita de ajuste
€ MQErro puro Para um determinado nivel de confianga, o modelo pode ser

considerado satisfatorio;

4+ Teste de significancia de regressao: Verifica se o coeficiente angular da
curva analitica () é diferente de zero. Caso esta hipotese seja falsa hao ha

relagdo linear entre as variaveis x e y e assim, tanto MQgegressio © MQResidual

~ . . ‘A . . ~ MQ io
Serdo estimativas da variancia populacional (¢°). Se a razéo W é
Residual

maior que o valor do ponto da distribuicao F referente aos graus de liberdade

de MQgegressio © MQresiqual Para um determinado nivel de confianga, indica

uma relagao linear entre as variaveis. Quanto maior essa razao comparado

ao valor de F, mais significativa sera a relagao.

2.1.4. O modelo matematico utilizado

A partir dos valores médios dos componentes vermelho (R), Verde (G) e azul
(B) é definido um vetor posicao no espaco tri-dimensional RGB. Para o calculo da
norma desse vetor posicao € necessario subtrair a contribuicdo da prova em branco

dos padrdes ou amostras, como ilustrado na llustragédo 2.1.
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Para este vetor posicdo, sua norma “|| ||” é calculada pela distancia

euclidiana no espago:

VIl = Jﬁg_b ;G 4 BL, (51)

onde R%_,, Gi, e BZ, sdo os valores liquidos obtidos depois de retirar a

contribui¢cdo do branco.

&
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llustracao 2.1. Espaco RGB ilustrando um vetor posi¢do de uma imagem digital.

Considerando que o numero de fétons que atingem o fototransdutor da

webcam é proporcional a intensidade de emisséao (1), a equagao seguinte é valida

VIl = Ky 1 (52)

Assumindo que ha um mesmo coeficiente de proporcionalidade associado
aos trés componentes R, G e B, pois seus valores sdo normalizados na escala (0 -

255), a Equacao 50 pode ser reescrita como:

vl = JKz RZ ,+K, G2, +K, B2, (53)

Combinando as Equacgoes 50 e 51, a seguinte expressao € obtida:

IVl = K, \/f_{g_b + G2_,+ BZ, = K, IVl = Ky K, (54)
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Considerando existe uma relacdo linear entre intensidade de emisséo (I) e

concentracao de analito (C) dada por:

I=KsC (53)

onde K; é coeficiente de proporcionalidade que depende especialmente das
propriedades espectroscépicas do analito e das varidveis de atomizacdo das

amostras.

A combinacao das Equacoes 52 e 53 resulta em:

IVl = KC (54)

Onde K: Kl Kz K3 .

A Equacao 54 descreve entdo, uma relacao linear entre a norma do vetor e a
concentracado do analito nas solugdes de calibracdo e amostras. A norma do vetor V,
[IV]l, € o valor adotado como resposta analitica empregada para a construcao das

curvas analiticas no método DIB-FES.

2.1.5. Calculo dos limites de deteccao e de quantificacao

Para estimativa do Limite de Deteccao, LOD e do Limite de Quantificacao,
LOQ foi preciso antes estimar o desvio padrdo do branco (sp) aplicando-se um
procedimento desenvolvido por Lyra (2008) por meio da aplicacdo das equacgdes de
propagacao de erros descritas em Skoog, Holler e Nieman (2002).

O desvio padrao do branco neste caso é dado por:

. = \/(ﬁsﬁﬂ (6s5)°+(Bsp)” (55)

b R2+ G2+ B2
onde sg, sg € sg S40 os desvios padrdo associados aos valores médios Ry, G, € By,
resultantes da imagem digital do branco, respectivamente.

Os valores de LOD e o LOQ sao calculados usando as Equacdes 20 e 21.



DETERMINACAO INDIRETA DE FARMACOS EM INJETAVEIS

2.1.6. Os analitos

2.1.6.1. Diclofenaco sodico

O diclofenaco de sodio é o sal de sédio do acido 2 - [2 - [(2,6 - dicloro - fenil) -
amino] - fenil - acético (llustracdo 2.2). Pertence ao grupo farmacoterapéutico dos
antiinflamatérios nao-esterdidais (AINEs) e possui pronunciadas propriedades

antiinflamatdéria, anti-reumatica, analgésica e antipirética (ROCHA et al., 2009).

Cl H OS@Na

Cl

llustracao 2.2. Férmula estrutural do diclofenaco sédico.

No figado o diclofenaco sddico inibe a biossintese das prostaglandinas. A
maioria das prostaglandinas é derivada enzimaticamente do 4cido araquidonico pela
via metabodlica da cascata do acido araquidbnico a qual esta associada aos
processos inflamatérios (VOET, VOET e PRATT, 2002).

O diclofenaco sédico é comercializado na forma de: capsulas (contendo 70 e
100 mg), comprimidos revestidos (contendo 50 e 100 mg), solugcédo injetavel
(contendo 75 mg mL™"), supositério (contendo 50 mg) e suspensdo oral (contendo 2

e 15 mg mL™).

2.1.6.2. Dipirona sédica
A dipirona sodica é o sal de sddio do acido [(2,3 - diidro - 1,5 - dimetil - 3 - oxo
- 2 - fenil - 1H - pirazol - 4 - il) metil - amino] - metanossulfénico (llustracdo 2.3 (a)) e

é largamente usada como droga analgésica e antipirética (PEZZA et al., 2000).
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(a) (b) (c)

Q% O O,

I \o ©G@Na

llustracao 2.3. Férmulas estruturais da: dipirona sédica (a) e seus produtos de hidrolise:
4-N-metil-amino-antipirina (4MAA) (b) e 4-amino-antipirina (4AA) (c).

No figado a dipirona sédica é completamente hidrolisada em 4-N-metil-amino-
antipirina (4MAA) (llustragéo 2.3 (b)) e 4-amino-antipirina (4AA) (llustracéo 2.3 (c))
que sao os inibidores da enzimas ciclooxigenases (COX), diminuindo a biossintese
das prostaglandinas (mais precisamente a prostaglandina F»,) e tromboxanas, as
quais sensibilizam os receptores mecanicos e quimicos da dor.

A dipirona sédica é comercializada na forma de: capsulas (contendo 200 e
500 mg), comprimidos revestidos (contendo 500 e 1000 mg), solucédo injetavel
(contendo 500 mg mL™), supositério (contendo 300 e 1000 mg) e solucdo oral
(contendo 50 e 500 mg mL™).

2.1.6.3. Gluconato de calcio

O gluconato de caélcio é o sal de calcio do acido (2R, 3S, 4R, 5R) - 2,3,4,5,6 -
pentahidroxi - hexanodico (llustracdo 2.4) e é usado no tratamento da hipoglicemia
em condicbes onde se requer o aumento da concentracdo de calcio no plasma

sanguineo, como por exemplo em transfusdes de sangue (ARYIAN e SOSA, 2004).

OH OH OH OH

o™ 00®Ca®O0 o

OH OH O O OH OH

llustragcao 2.4. Férmula estrutural do gluconato de célcio.

O gluconato de calcio é comercializado na forma de: solugdo injetavel
(contendo 10% m v'') e gel dermatolégico (contendo 2,5% m v™'). Esta ultima forma
é utilizada no tratamento de queimaduras causadas pelo HF.
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2.2. Métodos oficiais

Entre as farmacopéias pesquisadas, a brasileira foi adotada como referéncia,
pois € a unica que descreve simultaneamente os métodos para a determinacao dos
trés analitos de interesse.

A determinacdo de diclofenaco sédico é feita por diluicio da amostra em
metanol e medidas de absorbancia sao realizadas em 258 nm contra metanol como
branco.

Na determinagcédo de dipirona sodica a amostra é diluida em agua e titulada
em meio acido acético contra uma solucado padrao de iodo utilizando amido como
indicador. A temperatura durante a titulacado nao deve ser maior que 15 °C.

Na determinacdo de gluconato de calcio a amostra é diluida em agua e
titulada em meio bastante alcalino contra uma solucdo padrdao de acido etileno
diamino tetra acético, EDTA (do inglés: ethylene diamine tetra acetic acid) utilizando

calcon como indicador.
2.3. Experimental

2.3.1. Reagentes, solucoes padrao e amostras

Para a preparacao das solugdes padrao estoque de cada analito de interesse
foram utilizados os seguintes reagentes de grau analitico: diclofenaco sédico
(Sigma, Saint Louis, Estados Unidos), dipirona sddica (Sigma, Saint Louis, Estados
Unidos) e gluconato de célcio (Aldrich, Milwaukee, Estados Unidos) e HNO3 (Sigma,
Saint Louis, Estados Unidos).

A agua utilizada para a preparacao da solucao de HNO; foi recém-destilada e
deionizada por um sistema Milli-Q Plus (Millipore 18,2 MQ cm™).

As solugdes padrdo estoque na concentracdo de 500 mg L™ de diclofenaco
sédico e dipirona sédica e de 2000 mg L™ de gluconato de célcio foram preparadas
dissolvendo-se uma massa adequada dos reagentes com solucdo de HNO3; 1% (m v’
") (o gluconato foi dissolvido mediante aquecimento) e o volume foi aferido a 250 mL
em um baldo volumétrico com a mesma solucdo. Embora a dissolucdo dos trés
analitos em agua seja recomendada pela Farmacopéia Brasileira, optou-se pela
dissolucdo em HNO; a fim de evitar qualquer hidrélise que por ventura possa
ocorrer.

As solugdes de trabalho de diclofenaco sédico (24,9 — 124,5 mg L ™), dipirona
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sodica (27,5 — 137,5 mg L") e gluconato de célcio (282,0 — 1410,0 mg L) foram
preparadas por diluicdo adequada com solugdo de HNO3 1% (m v'') a partir de suas
respectivas solucdes padrdao estoques em cinco niveis de concentracao.

As faixas de trabalho das concentracbes dos analitos foram definidas de
acordo com a equivaléncia molar entre a molécula do farmaco e o metal presente
em sua formula. As seguintes razdes estequiométricas entre o cation metalico e o
anion orgéanico foram utilizadas: diclofenaco de sédico (1:1), dipirona sédica (1:1) e
gluconato de calcio (1:2). Em outras palavras as faixas de trabalho do diclofenaco
sodico e da dipirona sédica equivalem a uma faixa de (1,00 — 9,00 mg L) em
termos de sddio e a faixa do gluconato de célcio equivale a uma faixa de (26,2 —
131,3mg L") em temos de célcio.

Deve-se enfatizar que nas solugdes injetaveis existe apenas o analito a e
agua de diluicado. Mesmo em altas concentragdes os analitos presentes nao
provocam alteracdes apreciaveis nas propriedades fisicas da agua e nenhum efeito
de matriz sera observado. Além disso, a auséncia de outros metais na amostra é a
garantia de que nenhuma interferéncia espectral sera observada.

Amostras de injetaveis de diclofenaco sédico contendo 75 mg 3mL™ (25 mg
mL™), dipirona sédica contendo 1g 2mL" (500 mg mL™") e gluconato de calcio
contendo 10% (m v'') foram adquiridas em farmacias da cidade de Jodo Pessoa —
PB. Para cada analito foram analisadas cinco amostras.

2.3.2. Equipamentos

Um fotbmetro de chama Digimed modelo NK-2004 foi utilizado como meio de
excitacao do sédio e do calcio presentes nas solucdes padrao e amostras.

Uma balanca analitica Scientech modelo SA120 foi utilizada na medi¢do de
massas dos reagentes para preparacao das solucoes.

Uma webcam Creative Instant com resolucao espacial de 352 x 288 pixels e
taxa de aquisicdo de 30 quadros s’ foi utilizada para aquisicio das imagens

referentes a emissao das misturas e amostras na chama.

2.3.2.1. Sistema de aquisicao de imagens
E composto de uma caixa de madeira medindo aproximadamente 10 x 16 x
18 cm?® com paredes internas pintadas de preto (llustragéo 2.5).
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llustracao 2.5. Foto do médulo de aquisigao de imagens e seu diagrama esquematico ao lado.
Fonte: LYRA, 2008.

A extremidade da caixa de madeira se encaixa na janela de observacdo do
fotdmetro de chama. Nesta extremidade da caixa de madeira foi feito um orificio com
um didmetro de aproximadamente 1,5 cm. A partir deste orificio € possivel observar
a regiao oxidante da chama. Na janela de observacéao foi acoplado um tubo (de 4,0
cm de didmetro interno e 13,5 cm de comprimento) com as paredes internas opacas
a fim de evitar o efeito de reflexdao especular.

Na outra extremidade do tubo esta a webcam, a qual se conecta a porta de
entrada do barramento serial universal, USB (do inglés: Universal Serial Bus) de um
micro computador Pentium [l 650 MHz e conllustragdoda para captar imagens de
24-bits (aproximadamente 16,7 milhdes de cores) (BERNS, 2000 e GELADI e
GRAHN, 1996).

2.3.3. Programas computacionais utilizados

2.3.3.1. Desenvolvimento dos modelos de calibracao univariada
Todos os modelos de calibracdo univariada foram desenvolvidos utilizando
Origin 8 da OriginLab®, bem como e elaboracdo dos graficos utilizados neste

trabalho.

2.3.3.2. Na captura de imagens digitais

Escrito em ambiente Core Gear Rad Studio 2007 (Delphi 2007) da Borland®,
o programa computacional chamado “Capturar Imagens da WebCam’, como o
préprio nome ja diz, € destinado a captura de imagens. Este programa é bastante

simples e uma foto da tela do programa é mostrada na llustragédo 2.6.
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y Capturar Imagens da WebCam

Selecionar WebCam

[~ CalBack Iniciar Captura

llustracao 2.6. Foto da tela do programa de “Capturar Imagens da webCan’.
Fonte: LYRA, 2008.

O programa “Capturar Imagens da WebCam’ reconhece rapidamente
qualquer webcam que seja conectada ao microcomputador (independentemente do
modelo e do fabricante) e o operador pode dar inicio a captura das imagens,
independente do programa de gerenciamento fornecido pelo fabricante.

Na tela do programa (llustracdo 2.2) ao acionar o botdo “Selecionar Webcam’
0 usuario pode selecionar a webcam de sua preferéncia (caso mais de uma esteja
instalada no micro computador).

Apéds isto o0 operador pode dar inicio a captura de imagens através do
acionamento do botéao “Iniciar Captura”. Abre-se entdo uma janela para a selecao do
diretério onde serdo armazenadas as imagens digitais capturadas, bem como a
nomeacao do arquivo de imagem. Ao término das andlises a captura de imagens é
encerrada pelo acionamento do botdo “Parar Captura” (llustracao 2.6).

As imagens sao armazenadas no formato de mapa de bits, BMP (do inglés:
Bit Map). Neste tipo de formato de arquivo de imagem a qualidade maxima da
imagem (16,7 milhdes de cores) é preservada, pois nao utiliza nenhum tipo de
compressdo de dados. Esta caracteristica em particular ndo se observa em outros
formatos de arquivo de imagens (TORRES, 2008).
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2.3.3.3. No tratamento de imagens digitais

Também escrito em ambiente Core Gear Rad Studio 2007 (Delphi 2007) da
Borland®, o programa computacional chamado “Cor Emissdo” implementa a rotina
de tratamento das imagens digitais e o algoritmo para obtencdo da resposta
analitica. O programa é simples e facil de operar. Na llustragdo 2.7 é mostrada a foto

da tela do mesmao.

7 Cor Emissdo (Subtrai componentes RGB)

N. Pontos: Valorde Cor  Valorde R Valor de G Valor de B Norma

Coordenadas selecionadas Valores RGB
R:RLabel

G:GLabel = -
X Max: xMaxLabel Y Max: yMaxLabel B: BLabel Limpar caixas |

{"Definir coordenadas | Cor RGB do branco | Fechar
X Min: xMinLabel Y Min: yMinLabel

Cor RGB do padr@o ou amostra |

llustracao 2.7. Foto da tela do programa “Cor Emissao”.
Fonte: LYRA, 2008.

Para o tratamento das imagens digitais € necessario que as imagens digitais
capturadas estejam salvas no formato “BMP” tendo como justificativa o argumento
de Torres (2008). Caso as imagens digitais estejam salvas num outro formato de
arquivo de imagem, o programa mostrara uma caixa de mensagem indicando a
incompatibilidade no formato dos arquivos. Por questdes de organizacdo é
recomendado que todas as imagens estejam no mesmo diretério.

O programa Cor Emissao possui botdes que ao serem acionados executam
tarefas especificas.

Na llustragdo 2.3 existe a caixa denominada “N Pontos”, a qual esta
relacionada com o arquivo de imagem a ser analisado. A esta caixa é atribuido um
namero de ordem a medida que as imagens digitais sao processadas.

A rotina de funcionamento do programa computacional “Cor Emissdo” é
esquematizada na llustracao 2.4. O elemento de imagem, pixel (do inglés: Picture
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Element) é a unidade fundamental que compde a imagem digital, sendo que um

conjunto de milhares de pixels forma a imagem inteira (BERNS, 2000).

1.

As operacdes envolvendo os pixels sédo descritas abaixo:

Definicao das coordenadas da regiao de interesse nas imagens digitais:
ao acionar o botdo “Definir coordenadas” abre-se uma janela na qual o
operador seleciona o diretoério destinado ao armazenamento das imagens
digitais e o arquivo de imagem referente ao branco. Com o auxilio do mouse o
usuario delimita a regidao de trabalho (25 x 25 pixels) e suas coordenadas

ficam armazenadas na caixa “Coordenadas selecionadas”.

Definicao das componentes RGB do branco: ao acionar o botao “Cor RGB
do branco” abre-se novamente a janela do diretério da “etapa 1” para selecao
das imagens digitais referentes ao branco. O programa faz uma varredura de
todos os pixels da regido selecionada na “etapa 1”, coluna por coluna, e
calcula os valores médios de cada componente para o branco e os

armazenam na caixa “valores RGB”.

Definicao das componentes RGB dos padroes ou amostra(s) e da norma
do vetor: ao acionar o botdo “Cor RGB do padrao ou amostra” abre-se
novamente a janela do diretério da “etapa 1” para selegcdo das imagens
digitais associadas aos padrées ou amostra(s). O programa repete o
procedimento realizado na “etapa 2” e dos valores médios das componentes
R, G e B dos padrées ou amostra(s) sao subtraidas, componente a
componente, as médias das componentes R, G e B do branco. Os resultados
das diferencas séo finalmente utilizados no célculo da norma de cada vetor
associado. Os valores resultantes sdo armazenados, respectivamente, nas

caixas “valor de R”, “valor de G”, “valor de B” e “Norma” (llustragao 2.8).
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llustracao 2.8. Diagrama esquematico simplificado da rotina do célculo da norma do vetor pelo
programa “Cor Emissao”. Adaptado de LYRA, 2011.

2.3.4. Tratamento das imagens digitais

As imagens digitais foram capturadas a uma altura de aproximadamente 2,5
cm acima do queimador. Esta regido da chama € conhecida como regido oxidante e
nela ocorre o equilibrio térmico e uma diminuicao significativa das concentracoes de
radicais. Esta caracteristica particular dessa regido da chama é que a torna mais
indicada para a realizacao de medidas (SKOOG, HOLLER e NIEMAN 2002).

A llustracdo 2.9 mostra a imagem digital da emissao do sodio para ilustrar a
regido usada no tratamento analitico, a qual é constituida de 25 x 25 pixels.

td e

Xl Xz m

llustracao 2.9. Imagem digital com n x m pixels obtida na determinagao de sédio. x4, Xo, y1 € Y2 S80
coordenadas da regido delimitada. Fonte: Lyra 2008.
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2.3.5. Procedimento adotado

Como a matriz de uma solucéo injetavel é constituida apenas pelo farmaco
(principio ativo) e pela agua de diluicao (veiculo), pode-se entdo admitir que a
mesma nao apresenta diferencas significativas quando comparada com solucées
padrdo aquosas. Dessa forma, antes das analises todas as amostras foram
diretamente diluidas com solugcdo de HNO3; 1% de modo ao sinal analitico estar
dentro da faixa linear de resposta. Cada amostra foi preparada em triplicatas

auténticas

2.3.6. Testes de recuperacao

Antes de toda a marcha analitica uma aliquota, da ordem de micro litros, da
solucdo estoque do analito (contendo o mesmo na mesma forma em que se
encontra na amostra) foi adicionada na amostra de modo que a diluicdo provocada
fosse desprezivel. A amostra entdo fortificada foi diluida de acordo com o
procedimento descrito na secdo anterior. As concentragdes adicionadas tedricas
para o diclofenaco sédico, a dipirona sodica e o gluconato de calcio foram 10,1; 11,3

e 337,4 mg L respectivamente.

2.3.7. O banco de dados

Nos métodos diretos de calibragdo univariada a matriz y corresponde a matriz
dos valores associados a resposta analitica (propriedade observada). Neste caso,
esta matriz corresponde a matriz dos valores baseados em RGB, isto é, y = valor
baseado em RGB.

Dessa forma, a matriz x corresponde a matriz das concentracoes dos analitos
(variavel independente) que serado utilizadas na construgéao do modelo de calibracdo

univariada, isto €, X = Cgiclofenaco sodico, OU X = Caipirona sédicas OU X = Cgluconato de calcio-
2.4. Resultados e discussao

2.4.1. Os dados oriundos das imagens digitais

A faixa de valores médios das componentes R, G e B das imagens adquiridas
das solucdes padrao dos trés analitos e do branco sdo mostrados na Tabela 2.3.
Estes valores foram obtidos de acordo com o procedimento descrito na Secéao 2.3.4.
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Os valores apresentados mostram que para os trés analitos existe uma
contribuicdo significativa referente a auto-emissdo da chama, uma vez que o0s
valores de suas respectivas componentes R, G e B sdo muito maiores que zero.
Caso nao houvesse a contribuicdo da auto-emissdo da chama, os valores das
componentes R, G e B seriam zero, e a cor observada nas imagens digitais
referentes ao branco seria o preto.

Ainda com relacdo a Tabela 2.3 os valores das componentes R, G e B
mostram que nao existe contribuicdo da componente B para os trés analitos. Para o
diclofenaco sbédico e para a dipirona sodica existe igual contribuicdo das
componentes R e G. Para o gluconato de calcio existe uma contribuicao maior da
componente R quando comparada com a componente G. Em todos os casos as
componentes que possuem contribuicées significativas aumentam a medida que a

concentracédo do analito aumenta.

Tabela 2.3. Valores de R, G e B obtidos das imagens digitais capturadas para as
solugdes padrao.

Analito Solucéo padriao (mg L") R G B
Branco 77 77 101

24,9 113 113 101
Diclofenaco 49,8 148 147 100
sédico 74,7 183 183 100
99,6 218 218 101
124,5 252 253 100

Branco 77 77 101

27,5 113 113 101
Dipirona 55,0 148 147 100
sodica 82,5 183 183 101
110,0 218 218 101

137,5 252 253 101
Branco 74 75 100

282,0 109 93 101

Gluconato 564,0 144 110 101
de calcio 846,0 179 128 100
1128,0 214 146 101

1410,0 249 163 101

2.4.2. Imagens digitais e o fendmeno de emissao de REM
Na llustracdo 2.10 sdo mostradas imagens digitais obtidas pela emisséao de

diferentes solucdes padrao de diclofenaco sodico (a), dipirona sédica (b) e gluconato
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de calcio (c). A primeira imagem digital de cada sequéncia resulta da radiacao de
fundo emitida quando a solugéo do branco é aspirada para a chama do fotémetro.
Além disso, observa-se que a intensidade da radiacdo de cada analito
aumenta nitidamente com o aumento de sua concentracdo nas solucdes de
calibracao dos trés analitos.
Os valores médios das componentes R, G e B das imagens digitais da chama
sdo apresentados na Tabela 2.1 e indicam que apenas as componentes R e G

aumentam com o0 aumento da concentracédo do analito.

(a)
(b)
(c)

1 2 3 4 5 6

llustracao 2.10. Imagens digitais da emisséo de: (a) diclofenaco sédico (24,9 — 124,5 mg L'1), (b)
dipirona sddica (27,5 - 137,5 mg L'1) e (c) e gluconato de calcio (282,0 — 1410,0 mg L'1).

Em chamas de butano-ar, bandas de emissdo sao encontradas na regiao
visivel do espectro eletromagnético devido a presenca de radicais CH e CN e
moléculas de C, (SKOOG, HOLLER e NIEMAN 2002). Estas emissfGes sao
significativas e constantes. Tal afirmacédo pode ser comprovada na Tabela 2.3 onde
esta contribuicdo estd relaciona com valores diferentes de zero para as
componentes R, G e B do branco e por valores praticamente constantes da
componente B.

Na emissao do diclofenaco sodico e da dipirona sédica observa-se a cor
secundaria amarelo, resultante da mistura equitativa das cores primarias: vermelho e
verde (BERNS, 2000). Essa REM correspondente a cor amarelo é oriunda das
transicdes eletronicas dos estados excitados 3p (termos espectroscopicos 2Pq e
?P4) para o estado fundamental 3s (termo espectroscépico 2Sy) em 589,0 e 589,6
nm (dupleto D) no espectro do sédio (llustracdo 2.11 (a)). Este dupleto corresponde
as raias de ressonancia do espectro de emissdao do sédio (SKOOG, HOLLER e
NIEMAN 2002).
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Com relacao ao gluconato de célcio observa-se a emergéncia da cor terciaria
laranja que é resultante da mistura de cores vermelho e amarelo, isto equivale a
uma mistura das cores primarias vermelho e verde com uma propor¢do maior de
vermelho. Esta cor é referente a REM emitida por radicais CaOH, tipicamente
produzidos em chamas com temperaturas relativamente baixas oriundas da queima
de hidrocarbonetos, a exemplo da chama de butano-ar. Como resultado, observa-se
uma banda no espectro de emissdo de CaOH, ilustrado na llustracdo 2.11 (b), cujo
comprimento de onda maximo se encontra em torno de 555 nm (SKOOG, HOLLER
e NIEMAN 2002).

(a)

(b)

Emiszédo relativa

- 1 1] v ] ] ¥
548 550 552 554 556 &58 560
Comprimento de onda {nm}

llustracao 2.11. Espectros de emissdo em uma chama butano-ar de: (a) sédio e (b) banda de
emissao do radical CaOH. Em destaque, sdo mostradas: (a) a raia de ressonéncia do sédio e (b) o
pico correspondente ao comprimento de onda maximo da banda de emissao do radical CaOH.
Adaptado de LYRA, 2008

2.4.3. Relacdo entre ||V|| e os valores experimentais de R,_;, G;_,, € B,_;,

A llustracao 2.12 (a) revela que os vetores vy a vs, associados a cada imagem
digital das solugbes de calibragdo diclofenaco sodico e dipirona soédica estao
localizados na mesma reta suporte. Os valores R e G, apresentam contribuigdes

similares para a norma dos vetores vy a Vs e, consequentemente, estes vetores
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estdo sobre a linha bissetriz entre os eixos Rs_,, € Gs_y,. Isto significa que ndo ha
diferengas significativas entre os valores B; e By, isto é, os valores Bs_;, sdo
proximos de zero.

Na llustragédo 2.12 (b) é mostrado que os valores R, e Gg, associados as
imagens digitais das solucées de calibracdo de gluconato de célcio também
contribuem para a norma do vetor. Todavia, neste caso apresentam proporcoes
diferentes. Em funcéo disso, a reta suporte onde os vetores vy a vs estao localizados

apresenta direcao proxima ao eixo Rg_;, como consequéncia da contribuicdo maior

desta componente.

208

156 -

0 52 104 156 208
R

[3 ]

llustracao 2.12. Norma dos vetores v, - V5 de cada solugéo de calibragéo e os valores Rg_y, Gs_y, €
B,_,, para cada imagem digital de: (a) diclofenaco sddico, (b) dipirona sédica e (c) gluconato de célcio.

2.4.4. Curvas analiticas e validacao

A fim de validar os modelos de calibracdo obtidos foi elaborado um
planejamento experimental constituido de réplicas auténticas de cada solugao
padréo, qual foi realizado como descrito a seguir:

Para cada um dos trés analitos foram preparadas trés solucbes estoques de
como descrito na secdo 2.2.1 e a partir de cada das trés solucbes estoque se
preparou cinco solugdes de trabalho totalizando 15 solugdes (3 em cada nivel de
concentracao proveniente de cada uma das solugdes estoque).

De posse dessas solugdes, foram realizadas as medidas analiticas para
serem submetidas a ANOVA com vistas a validacdo dos modelos para sua posterior
utilizacdo na determinacdo dos analitos em amostras reais. A constru¢do das curvas
analiticas e dos modelos de calibracao foram feitas a partir da média das 3 réplicas

auténticas.
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A Tabela 2.4 apresenta os coeficientes dos modelos, obtidos por regressao
linear pelo método dos minimos quadrados, que descrevem as curvas analiticas
mostradas na llustragdo 2.13. Na Tabela 2.4, também sdo apresentados os limites
dos intervalos de confianca para os valores populacionais dos coeficientes dos
modelos, os quais foram obtidos considerando o nivel de 95% de confian¢ga. Como
apenas para o parametro B os intervalos de confianca ndo contém o “zero”, este
parametro estimado para todos os modelos de calibracdo é estatisticamente

significativo.

Tabela 2.4. Intervalo de confianca (ao nivel de 95%) para os coeficientes do modelo
do método DIB-FES.
Intervalo de confianca dos coeficientes do modelo (y = a + bx)

Analito at t3-s(a) b + t3- s(b)

Diclofenaco sodico 0,01+7,0 1,98 + 0,08

Dipirona sodica -0,04 £2,0 1,81 £0,02
Gluconato de célcio -0,02+1,6 1,4x10"+1,7x10°

A llustracéo 2.13 mostra que as curvas analiticas exibem um comportamento
linear entre a resposta analitica e a concentracao dos analitos em suas solugdes de
calibracdo. Essa inferéncia, baseada inicialmente em uma inspecdo visual, é
confirmada mediante a analise grafica dos residuos deixados pelos modelos e,
principalmente, pela aplicagdo da ANOVA descrita na Segéo 2.2.6.

O gréfico dos residuos deixados pelos modelos de calibragdo também séao
apresentados na llustracao 2.13. Como se pode observar, os residuos se distribuem
de maneira aleatéria, isto €, ndo exibem nenhuma estrutura sistematica que
evidencia uma eventual falta de ajuste. Nao obstante, a analise dos graficos dos
residuos constitui um critério subjetivo e, por isso, esse procedimento é insuficiente
para concluir que os modelos n&o apresentam falta de ajuste. Para isso, recorreu-se
a ANOVA e aplicou-se o teste F para verificar se existe falta de ajuste e avaliar a

significancia estatistica da regressao (Secéao 2.1.6).
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llustracao 2.13. Curvas analiticas DIB-FES e residuos deixados pelos modelos lineares para os trés
analitos determinados: (a) diclofenaco sddico, (b) dipirona sédica e (c) gluconato de calcio.

Os resultados da ANOVA, utilizada para a validacdo dos modelos de

calibracdo baseados nos métodos DIB-FES sao apresentados nas Tabelas 2.4. Os

graus de liberdade mostrados também na Tabela 2.4 foram definidos em funcao de:



DETERMINACAO INDIRETA DE FARMACOS EM INJETAVEIS

4+ Numero de coeficientes do polindmio = 2 (polinbmio de primeiro
grau, ¥ = a + bx);

+ Numero total de medidas = 15 (3 réplicas auténticas em 5 niveis de
concentracado dos analitos);

4+ Numero de niveis da variavel independente x = 5 (niveis de

concentragdo do analito).

Definidos os graus de liberdade, as médias quadraticas foram calculadas a
partir das somas quadraticas de acordo com as equacdes na Tabela 2.2 (Secao

2.1.3) e os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Andlise de variancia para o ajuste do modelo linear (y = a + Bx) das
curvas analiticas (llustracao 2.13).

Graus de Liberdade Média Quadratica

Analito Fonte (GL) (MQ)
Regressao 1 7,33 x 10°
Diclofenaco Residual 13 0,74
sodico Falta de ajuste 3 0,65
Erro puro 10 0,76
Regressao 1 7,47 x 10°
Dipirona Residual 13 0,77
sbdica Falta de ajuste 3 1,22
Erro puro 10 0,64
Regressao 1 4,64 x10*
Gluconato de Residual 13 0,49
calcio Falta de ajuste 3 0,46
Erro puro 10 0,50
Analito MQ-aita de ajuste /MQErro puro  MQRegressio /MQResidual
Diclofenaco sédico 0,85 9,90 x 10*
Dipirona sédica 1,90 9,70 x 10*
Gluconato de célcio 0,92 9,47 x 10*
Fiab (95%) 3,71 (3/10)* 4,67 (1/13)*

*Os numeros entre parénteses indicam os graus de liberdade de cada MQ.

Apébs o calculo das médias quadraticas, estes valores foram utilizados nos
testes de falta de ajuste e significancia de regresséao, cujos resultados encontram-se
também na Tabela 2.5. Para todos os casos, os valores de MQFaita de ajuste’/MQEro puro
sdo menores que o ponto da distribuicio F, ao nivel de 95% confianga,
considerando os mesmos graus de liberdade. Dessa forma, ndo ha evidéncia de

falta de ajuste para um modelo linear.
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Além disso, a Tabela 2.5 revela que as regressdes lineares sdo altamente
significativas. De fato, os valores de MQRegressao/MQResiqual S80 muito maiores que o
ponto da distribuicdo F, considerando-se os mesmos graus de liberdade e o nivel de
95% de confianga. Uma vez que os modelos lineares ndao apresentam evidéncia
estatistica de falta de ajuste e resultam de regressdes altamente significativas, as
curvas analiticas correspondentes podem ser usadas para fins de quantificacdo
(BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2007 e DRAPER e SMITH, 1998).

2.4.5. Analise do desempenho do método DIB-FES

A avaliacdo do desempenho do método DIB-FES sdo os mesmos descritos na
secao 1.5. Entretanto, como a DIB-FES se baseia nhum método analitico que nao
utiliza os procedimentos quimicos tradicionais (reagdes quimicas) o conceito de
seletividade nédo se aplica neste caso. Devido a aplicabilidade do método, fatores
influentes ndo sao observados e assim o conceito de robustez também nao pode ser
aplicado.

Com relagao a faixa de trabalho e a linearidade, os resultados sdo mostrados
na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Faixa de trabalho e linearidade para os trés analitos usando o método
DIB-FES.

Analito Faixa de trabalho (mg L")  Linearidade (mg L)
Diclofenaco sédico 2,1-124,5 24.9-1245
Dipirona sodica 3,0-137,5 27,5-137,5
Gluconato de calcio 8,4 -1410,0 282 -1410,0

Para a estimativa do LOD e LOQ, 30 imagens digitais do branco para cada
analito foram capturadas. Para isso, os valores de sg, sg € sg foram obtidos a partir
das imagens digitais do branco e usados no calculo de s,. Os resultados sao

apresentados na Tabela 2.7.

Tabela 2.7. LOD e LOQ para os trés analitos usando o método DIB-FES.

Analito LOD(mgL’) LOQ(mglL™")
Diclofenaco sédico 0,6 2,1
Dipirona sédica 0,9 3,0
Gluconato de calcio 2,5 8,4

Em relacdo a sensibilidade, observa-se na Tabela 2.4 e na llustragcdo 2.10
que o método DIB-FES apresenta uma sensibilidade analitica (definida pelo valor de
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b) alta para os trés analitos. Essa caracteristica vantajosa pode ser atribuida a
natureza da deteccao trivariada (sistema de cores RGB) inerente a webcam,
proporcionando respostas analiticas com sensibilidade maior.

Uma vez validados os modelos de calibragédo, as curvas analiticas DIB-FES
foram usadas para a determinacdo de diclofenaco so6dico, dipirona sodica e
gluconato de célcio em injetaveis. A Tabela 2.8 mostra os resultados obtidos. Pode-
se observar a similaridade entre os resultados obtidos por ambos os métodos como
comprovado pelos altos valores de tendéncia. De fato, nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi verificada entre os resultados aplicando o teste t
emparelhado ao nivel de 95% de confianga.

A Tabela 2.8 mostra também que o método DIB-FES apresenta precisao
melhor (em termos de repetitividade) que o método de referéncia, como revelado
pelos menores valores de RSD conjunto (n = 3). Essa precisdo satisfatéria também
pode ser atribuida a natureza multivariada do sinal monitorado em determinagdes
analitica baseadas em imagens digitais RGB.

Com relacao a exatidao e a presenca de interferentes, o método DIB-FES foi
também avaliado pela realizacao de testes de recuperagéao e os resultados também
sdao mostrados na Tabela 2.8. O método DIB-FES é adequado para anélises dos
analitos escolhidos na matriz analisada, pois as taxas de recuperagcdo obtidas nas
andlises estao entre 97 e 104%.

Com base nos resultados e nos critérios de aceitacdo descritos na seg¢édo 1.5
pode-se afirmar que o método DIB-FES para a determinacgéo indireta de diclofenaco

sédico, dipirona sédica e gluconato de calcio em solugdes injetaveis esta validado.
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Tabela 2.8. Resultados da determinacgéo indireta de diclofenaco sddico, dipirona
sédica e gluconato de célcio em amostras de solucdes injetaveis.
Tendéncia Recuperacao

Amostras DIB-FES Referéncia (%) (%)*

Diclofenaco sédico mg mL™

(1) 25,1 +£0,2 25,0+04 100,4 98 £ 2

(2) 25,0+£0,2 248 +0,5 100,8 102 £ 2

(3) 249+ 0,1 25,0+£0,5 99,6 100 £ 2

(4) 250+0,1 24,9+04 100,4 98 + 2

(5) 249 +0,2 249 +0,3 100,0 104 £ 2

RSD conjunto (%) 0,2 0,4 - -

Dipirona sédica mg mL™

(1) 496,9+1,4 493,8+8,2 100,6 97 +£3

(2) 501,6 £3,6 4986 +164 100,6 99 +2

(3) 496,9+4,9 498,6 +8,2 99,7 99 +3

(4) 496,1 £2,4 498,1 £ 142 99,6 102 £ 2

(5) 500,8 +2,4 502,0+8,2 99,8 103 +3

RSD conjunto (%) 3,2 8,6 - -

Gluconato de célcio % (m v’

(1) 9,90 +£0,02 9,86 +£0,04 100,4 98 +£3

(2) 9,80 +0,02 9,81 +0,04 99,9 100 £ 2

(3) 9,98 +£0,02 9,91 £0,02 100,7 101 £ 1

(4) 9,99 +0,02 9,96 £0,05 100,3 103 +2

(5) 9,94 £0,02 9,97+0,02 99,7 98 +2
RSD conjunto (%) 0,02 0,04 -
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3. DETERMINACAO SIMULTANEA DE SODIO E CALCIO EM LEITE EM PO

3.1. Consideracoes gerais

Embora a FES seja uma técnica analitica bastante simples e consolidada
(similarmente a FAAS e ICP-OES), ela nao esta livre de interferéncias quimicas,
matriciais e espectrais. Um exemplo classico de interferéncia espectral ocorre na
determinacao de sédio na presenca de calcio. A intensidade da banda de emissao
do radical CaOH produzido na chama ar-butano ndo é desprezivel na regido em
torno das raias de ressonancia (dupleto D) do soédio, produzindo erros positivos.

A solugdo para este problema é dissociacdo do radical CaOH. Entretanto a
chama ar-butano que é utilizada na FES n&o é suficientemente energética para tal.
Recomenda-se entdo uma chama mais energética como a chama ar-acetileno
utilizada na FAAS, pois sua temperatura é alta o suficiente para dissociar o radical
CaOH, produzindo o calcio atdmico e eliminando essa interferéncia.

Para a determinagdo de sédio e célcio varios métodos podem ser utilizados
de acordo com a Tabela 3.1. E importante destacar que entre todos os métodos
mencionados nela, apenas a IEC, CE, ICP-OES e ICP-MS permitem a determinacao

simultanea de sédio e calcio.

Tabela 3.1. Métodos descritos na literatura para a determinacao de sodio e célcio.

Método Sédio  Calcio

Gravimetria' Sim Sim
Titrimetria' Nao Sim
Cromatografia de troca iénica (IEC)’ Sim Sim
Eletroforese Capilar (CE)? Sim Sim
Coulometria’ N&o Sim
Potenciometria’ Sim Sim
Voltametria' N&o Sim
Espectrometria UV-Vis' Sim Sim
Espectrofluorimetria’ N&o Sim
Espectrometria de Emissdo em Chama (FES)' Sim Sim
Espectrometria de Absorgdo atomica em Chama (FAAS)' Sim Sim
Espectrometria de Emissao Optica em Plasma Acoplado Sim Sim
Indutivamente (ICP-OES)’

Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Sim Sim

Indutivamente (ICP-MS)*
Fonte: ' JEFFERY et al., 1982.
2 JAGER e TAVARES, 2001.
¥ RAO e TALLURI, 2007 e PATTERSON et al., 2007.
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Com base em caracteristicas tais como: frequéncia analitica, faixa linear, LOD
e LOQ, os métodos espectrométricos sao frequentemente escolhidos como métodos
oficiais. Entretanto deve-se levar em conta que estes nado estdo livres de
interferéncias e seus instrumentos sdo caros. Uma alternativa € o uso de

instrumentos mais baratos como fotbmetros de chama.

3.1.1. Determinacoes simultaneas utilizando FES

Conforme mencionado na secao 1.1 os fotdmetros de chama comerciais
possuem filtros de interferéncia individuais (Li, Na, K e Ca). Uma vez que para cada
um desses filtros existe um sistema eletrbnico independente, todos podem ser
utilizados ao mesmo tempo e assim é possivel realizar determinacées simultaneas.

A llustracdo 3.1 mostra os espectros de transmissdo dos filtros de
interferéncia do fotébmetro de chama Digimed modelo NK-2004 utilizado neste
trabalho.

—Li

S

30 —K
——~Ca

45 U U
60 T
550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)
llustracao 3.1. Espectros de transmisséo dos filtros de interferéncia do fotdmetro de chama utilizado.

Transmitancia (%)

Conforme mostrado na llustragdo 3.1 cada filtro de interferéncia possui uma
janela espectral bem definida e dessa forma ndo é possivel que um determinado
elemento seja determinado utilizando um filiro de interferéncia que nao seja o seu
proprio. Isto se deve a dois fatos:
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4+ Para os metais que nao formam espécies moleculares na chama, os
comprimentos de onda de suas respectivas raias de ressonancia nao estéo
contidos nas janelas espectrais do filtro de interferéncia de outro metal que
nao seja o seu proéprio. Dessa forma nao é possivel realizar medidas da
emissao de um determinado metal utilizando o filtro de interferéncia de outro
metal.

4+ Para os metais que formam espécies moleculares na chama, espectros de
bandas alargadas sdo observados, mas 0os comprimentos de onda referentes
aos maximos de emissao também nao estdo contidos nas janelas espectrais
do filtro de interferéncia de outros metais. Entretanto por se tratar de um
espectro de bandas existe uma emissdo nao desprezivel nesta janela
(sobreposicao espectral) que a literatura ndo relata de que tipo é esta

interferéncia espectral.

3.1.2. Leite em po

E o produto obtido por desidratacdo do leite de vaca integral, desnatado ou
parcialmente desnatado e apto para a alimentacdo humana, mediante processos
tecnologicamente adequados (MAPA, 1997).

O leite € composto quimicamente por triacilgliceréis (especialmente dos
acidos palmitico e oleico), vitaminas (A, D, E e K), proteinas (caseina, albuminas e
globulinas), enzimas (lipases, proteinases, oxidorredutases, fosfatases, catalase e
peroxidase), lactose e minerais (cloro, fésforo, potassio, sédio, calcio e magnésio em
teores apreciaveis e ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés em teores baixos
(SILVA, 1997).

Entre os minerais presentes no leite € importante 0 monitoramento dos teores
presentes de potassio, sédio, célcio e magnésio em funcao da relacao direta que os
mesmos possuem com o estado nutricional e salutar dos rebanhos bovinos. Quando
as vacas leiteiras estdo com o tecido mamario inflamado (mastite), observa-se no
leite um decréscimo nos teores de potassio, calcio e magnésio e um aumento no
teor de sédio (SCHULTZ, 1977).

Nas amostras de leite em pd analisadas neste trabalho o teor de sédio varia
entre 3,00 e 5,50 mg g" e o teor de calcio varia entre 8,50 e 15,0 mg g". Tais

informacdes foram obtidas a partir das embalagens das amostras.
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3.1.3. Validacao de modelos de calibracao multivariada

3.1.3.1. Avaliacao da calibracao

Apés o desenvolvimento dos modelos de calibracao, estes sao utilizados para
a previsdo da concentracdo dos analitos nas proprias misturas de calibracdo e os
resultados sao comparados. A partir dos valores de concentracao prevista e valores
de contracdo real € calculado o coeficiente de correlacdo (ou simplesmente

correlagao) entre os mesmos utilizando a Equacao 56:

. real =real prevista__ _prevista
real _previstay __ 1 Namostras [ Sical ~ Ccal Ci,cal Ccal
r(Ccal € =) (56)
ca cal N -1 i=1
amostra

Screal SCprevista

onde: ¢! = concentracéo real das amostras do conjunto de calibragéo.

cal

prevista
cal

= concentragao prevista das amostras do conjunto de calibragao.

cea = concentragéo real da i-ésima amostra do conjunto de calibragéo.

prevista
i,cal

= concentracdo prevista da i-ésima amostra do conjunto de
calibracao.

cteal = concentracdo real média do conjunto de calibrac&o.

cal

—prevista
cal

Namostra = NUMero de amostras do conjunto de calibracao.

= concentragao prevista média do conjunto de calibracao.

Sc..; = d€sVio padrao da concentragao real das amostras do conjunto de

calibragéo.
= desvio padrdo da concentracado prevista das amostras do conjunto

S .
Cprevista

de calibracao.

O coeficiente de correlacao varia entre -1 e 1 com trés valores notaveis
(BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2007):

4+ -1 indica que as variaveis possuem relacao linear inversa;
+ 0 indica auséncia de relacao linear;
4+ 1 indica que as variaveis possuem relagao linear direta.
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Entretanto analise do valor de correlacdo deve ser feita com bastante cautela.
Seu valor ndo pode e ndo deve ser utilizado sozinho para inferir sobre a qualidade
do modelo de regressao. Para tal deve-se utilizar outras métricas em conjunto.

A partir das diferencas entre as concentracbes reais e as concentracdes
previstas para os conjuntos de calibracdo de cada analito é calculada a raiz média
quadratica do erro de calibracdo, RMSEC (do inglés: Root Mean Square Error of
Calibration) de acordo com a Equacao 57:

ZNamostras

. 2
RMSEC = i=1 (ci,cal_ Cl,cal) (57)

Namostra

onde: ¢; 5 = concentragdo real da i-ésima amostra do conjunto de calibragio.
Cical = CONCentracdo prevista da i-ésima amostra do conjunto de calibraggo.

Namostra = NUMero de amostras do conjunto de calibracao.

Um modelo de calibragdo de boa qualidade deve apresentar um baixo valor
de RMSEC e um alto valor de coeficiente de correlacao (proximo a 1) (TIAN et al.,
2007) podendo ser entdao utilizado para estimar a concentracdo do analito no
conjunto de misturas que nao participaram da etapa de calibracdo (conjunto de

previsao).

3.1.3.2. Avaliacao da previsao

Apés a utilizacdo do modelo de calibracdo desenvolvido no conjunto de
previsdo é preciso avaliar se a previséo foi satisfatéria ou ndo de acordo com alguns
critérios estabelecidos. Esta avaliacdo é feita com base na anadlise de graficos e
parametros que sao conhecidas com ferramentas de diagnéstico. Nenhuma delas
isoladamente é suficiente para avaliar a exatiddo e capacidade preditiva dos
modelos, sendo necessaria uma andlise conjunta de varias ferramentas de
diagnéstico.

Inicialmente é plotado o grafico de concentracao prevista versus concentracao
real para o conjunto de previsdo. Neste grafico, para um modelo com previsdo de
qualidade, os pontos referentes as amostras deverao estar localizados sobre a reta

bissetriz entre os eixos das ordenas e abscissas.
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A partir dos dados deste grafico € calculado o coeficiente de correlacéao

utilizando a Equacao 58:

C = .
rev =
p ' Tprev Namostra_1 1=1

. creal _ real Cprevista_ Eprevista
I.(Cl‘eal pre‘”Sta) — 1 Namostras( iprev prev) iprev prev (58)

Screal SCprevista

onde: c{;;glv = concentracao real das amostras do conjunto de previsao.

prevista
prev

C = concentragao prevista das amostras do conjunto de previséao.

ci garLV = concentragao real da i-ésima amostra do conjunto de previsao.

D v = concentragéo prevista da i-ésima amostra do conjunto de previséo.
E{,‘Eé{, = concentragao real média do conjunto de previsao.

—prevista
prev

= concentragao prevista média do conjunto de previsao.

Namostra = NUMero de amostras do conjunto de previsao.

Sc..,; = d€svio padrdo da concentragdo real das amostras do conjunto de
previsao.

Scorevista = desvio padrdao da concentracdo prevista das amostras do conjunto
de previsao.

A partir das concentragdes previstas e reais de cada amostra do conjunto de
previsdo sdo calculados os residuos (de concentracdo) deixados pela previsdo do

modelo de acordo com a Equacgao 59:

€Ec = CR - Cp (59)

onde: €. € o residuo (de concentragao).
Cp € a concentracao prevista para uma dada amostra.

Cr € a concentracao real para uma dada amostra.

A partir destes residuos para cada amostra do conjunto de previsao é
calculada a raiz média quadratica do erro de previsdo, RMSEP (do inglés: Root

Mean Square Error of Prediction) utilizando a Equacao 60:
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Namostras

Namostras ., _ & 2
RMSEP = \/Zi—l (Cl,prev Cl,prev) (60)

onde: ¢; ,rey = CONCeNtragéo real da i-ésima amostra do conjunto de previsao.
Ciprev = CONCeNtragéo prevista da i-ésima amostra do conjunto de previséo.

Namostra = NUMero de amostras do conjunto de calibracao.

O RMSEP é um parametro global que incorpora tanto erros sistematicos
quanto aleatérios (VALDERRAMA, BRAGA e POPPI, 2009).

Algumas vezes a raiz quadrada do RMSEP, isto é, o erro médio da estimativa
da propriedade de interesse (neste caso a concentracao do analito) é referido como
uma estimativa da exatiddo em calibracdo multivariada (VALDERRAMA, BRAGA e
POPPI, 2009).

Um modelo com previsdo de boa qualidade deve apresentar um alto valor de
coeficiente de correlagdo, um baixo valor de RMSEP e a diferenga entre RMSEP e
RMSEC deve ser também baixa (TIAN et al., 2007).

Ainda com relacao aos residuos das amostras do conjunto de previsao, eles
agora sao plotados em funcao de sua ordem no planejamento experimental e assim
um novo gréafico é plotado: residuo versus a ordem das amostras. Esta forma de
organizacao dos residuos permite que seja revelada qualquer estrutura nos residuos
que por ventura tenha sido mascarada no grafico de concentracao prevista versus
concentracdo real. A identificacdo de estrutura nos residuos é um processo
subjetivo, e para evitar erros de julgamento (por informacao a priori ou ndo) deve-se
fazer um teste mais rigoroso.

Voltando ao grafico de concentracao real versus concentragao prevista é feita
a regressao linear dos resultados usando o método OLS, que deve fornecer uma
linha reta com intercepto aproximadamente igual a 0 e inclinacdo aproximadamente
igual a 1 se os resultados nao sao estatisticamente diferentes a um dado nivel de
confianca (RIU e RIUS, 1996). E entdo realizado um teste estatistico conjunto para o
intercepto e para a inclinagcdo da regresséao linear entre os valores ao grafico de
concentracdo real versus concentracdo prevista. O teste consiste em verificar a
presenca do ponto tedrico (inclinacdao = 1, intercepto = 0) dentro dos limites da
regiao eliptica de confianga conjunta, EJCR (do inglés: Elliptical Joint Confidence
Region) definida pela Equacao 61 (GOICOECHEA e OLIVIERI, 2002):
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Nam (a - a)z + 2(2 CReal)(a - a)(b - B) + (Z CReal)Z (b - B)Z =2 SZFO((Z, Nam—2) (61)

onde: a e 3 sdo os interceptos real e estimado, respectivamente.

b e b sdo as inclinacdes real e estimada, respectivamente.

Creal € @ concentragao real das amostras.

s? & a variancia do valor médio das concentracdes reais das amostras.

Nam € 0 nUmero de amostras do conjunto de previsao.

Faz, N,y-2) € 0 valor do ponto da distribuicdo F com 2 e N, —2 graus de
liberdade.

a é o nivel de confianga (geralmente 95%).

Caso o ponto teorico (a = 0 e b =1) esteja dentro da EJCR, pode-se concluir
que diferencas significativas entre os valores de concentracao prevista e os valores
de concentracao real sao estatisticamente despreziveis. Esse teste permite acessar
a exatiddo de um modelo (VALDERRAMA, BRAGA e POPPI, 2009).

3.1.3.3. Critérios para aceitacao de um modelo de calibracao multivariada

Apbs a andlise das ferramentas de diagnéstico € que se estabelecam os
critérios de aceitacdo. Neste trabalho, os critérios de aceitacdo dos parametros de
validagcéo, quando aplicaveis, sdo descritos na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Critérios de aceitagdo de um modelo de calibracdo multivariada usados
neste trabalho.

Etapa Parametro Critério adotado
Calibragao Correlagao Préximo af
RMSEC Baixo
Correlagao Proximo a 1
RMSEP Baixo
Previsio RMSEP - RMSEC Ba?xo _ _
Gréfico Cp x Cr Pontos sobre a bissetriz dos eixos
Grafico €. x amostras  Distribuicdo aleatéria em torno de zero
EJCR Ponto tedrico dentro da elipse

Se todos os critérios adotados sdo atendidos, pode-se afirmar que um modelo
de calibragdo multivariada esta validado. Dessa forma o mesmo podera ser utilizado

na previsdo de amostras reais.
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3.2. Métodos oficiais

Para a determinagdo de metais em alimentos no Brasil, a FAAS é o método
oficial (IAL, 2008).

Para a realizacao da analise das amostras por FAAS é preciso antes realizar
a abertura das amostras. Para tal, dois procedimentos sdo igualmente
recomendados: a digestdo por via umida com HNO3; e H>O, concentrados em forno
de micro-ondas e a digestao por via seca, na qual a amostra é aquecida em bico de
Blinsen seguida de calcinacao a 550 °C por 4 horas em forno mufla.

Apés a digestao por via umida, o volume final desejado é aferido com agua
deionizada. Caso a digestao por via seca seja escolhida, as cinzas sao dissolvidas
em 1 mL de HNOj3 concentrado e o volume final desejado é aferido com agua
deionizada. Apds esta etapa a amostra segue para a determinagdo dos metais de
interesse.

Na determinacao de sddio e calcio em leite em pé o IAL recomenda a FAAS
com chama ar-acetileno e medidas de absorbancia em 589,0 nm para o soédio e
422,7 nm para o calcio.

Para as medidas de sodio por FAAS é necessario adicionar um tampao de
ionizagdo (K* 0,1 — 1,0 % m v'') as solucdes do branco, padrdes e amostras. Neste
trabalho a concentracao final de K* utilizada foi 1,0 % m v’

Para as medidas de calcio por FAAS, além da adicao do tamp&o de ionizagao
é necessario também adicionar um agente de libertagdo (0,1 -1,0 % m v de La* ou
Sr?*) as solugdes do branco, padrdes e amostras para eliminar a interferéncia de
ions AlOy, PO,* e SO4* sobre o sinal de absorcdo do calcio. Em virtude do preco
elevado dos compostos de lantanio, neste trabalho optou-se pelo uso do Sr(NOs). de
modo que a concentracdo final de Sr** foi 1,0 % m v,

As concentragfes utilizadas na construgdo das curvas analiticas de sédio e
célcio, bem como as condi¢cbes operacionais de operag¢do do instrumento seguiram
as recomendacoes do fabricante do equipamento. As medidas foram realizadas em
triplicatas auténticas para posterior validacao das curvas analiticas por intermédio da
ANOVA.
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3.3. Experimental

3.3.1. Reagentes, solucoes padrao e amostras

Para a preparacéao das solucdes padrdao estoque de cada analito de interesse
e outras, foram utilizados os seguintes reagentes de grau analitico: Na,CO3 (Merck,
Darmstadt, Alemanha), CaCOs; (Merck, Darmstadt, Alemanha), LioCOs (Merck,
Darmstadt, Alemanha), EDTA &cido (Vetec, Sao Paulo, Brasil), NH;OH (Vetec, Sao
Paulo, Brasil) e HNO3 (Merck, Darmstadt, Alemanha).

A agua utilizada para a preparacao de todas as solugdes deste trabalho foi
sempre recém-destilada e deionizada por um sistema Milli-Q Plus (Millipore 18,2 MQ
cm™).

As solucdes padrio estoque na concentragdo de 50,00 mg L' de Na* e 100,0
mg L de Li* e Ca?* foram preparadas dissolvendo-se a massa adequada de seus
respectivos carbonatos (secos em estufa a 150 °C por 2 horas) em um volume
minimo de HNOj concentrado (adicdo até ndao haver mais liberacdo de CO,) e
adicdo de 200 mL de agua deionizada. Em seguida, as solu¢des foram aquecidas
até a ebulicdo para eliminacdo do CO. residual e, apo6s resfriamento, o volume foi
aferido a 1,0 L em um bal&o volumétrico com agua deionizada.

A solucdo tampdo de amoniacal do EDTA, (NH4)+EDTA (agente de
libertagdo), 1,0 x 10° mol L™ foi preparada pela dissolucdo de 0,2922 g de EDTA
acido em 700 mL de agua deionizada, seguida de adicao de NH4OH concentrado até
pH = 10,0 e o volume foi aferido a 1,0 L em baldo volumétrico com agua deionizada.

As misturas de Na* e Ca?* foram preparadas por diluicdes adequadas com
agua deionizada a partir de suas solucdes estoque e divididas em dois conjuntos de
acordo com um planejamento fatorial completo (BARROS NETO, SCARMINIO E
BRUNS, 2007): calibragdo (5%) e previsdo (4%) cujos niveis de concentracdo dos
analitos em cada mistura sdo apresentados na Tabela 3.3. Estes niveis de
concentracao para o conjunto de calibracao foram selecionados com base no estudo
descrito na secao 3.4.1. Os niveis de concentracdo para o conjunto de previsao
foram determinados como sendo os pontos médios dos niveis utilizados no conjunto
de calibracdo de modo que o mesmo fosse mais interno com relagao ao conjunto de
calibracao a fim de evitar extrapolagdes.

As mesmas misturas também foram adicionadas uma aliquota da solugdo

tampdo de EDTA amoniacal, correspondentes a 1/10 do volume final de afericéo
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antes da afericdo do volume. Desta forma, a interferéncia de ions PO,> e SO,

sobre o sinal de emisséo do radical CaOH é minimizada.

Oito amostras de leite em pé integral de marcas diferentes foram adquiridas
em supermercados da cidade de Jodo Pessoa — PB.

Papel filtro faixa azul (filtracdo lenta) Nalgon com poros de 2,0 uym, teor de
cinzas = 0,00009g e d = 80g m™ foi utilizado para filtracdo das amostras.

Tabela 3.3. Niveis de concentracdo das misturas.
Niveis de concentracido (mg L")

Analito

S -2 -1 0 1 2

o Na* 0,28 0,84 1,40 1,96 2,52

S Ca?* 2,00 6,00 10,0 14,0 18,0

S O Misturas Na

oS -2 -1 0 1 2

o -2 MC 1 MC 6 MC 11 MC 16 MC 21

g -1 MC 2 MC 7 MC 12 MC 17 MC 22

7 Ca* 0 MC 3 MC 8 MC 13 MC 18 MC 23

s 1 MC 4 MC 9 MC 14 MC 19 MC 24
2 MC 5 MC 10 MC 15 MC 20 MC 25

. Niveis de concentracido (mg L")

g  Analito 15 0,5 0,5 1,5

2 Na* 0,56 1,12 1,68 2,24

o Ca® 4,00 8,00 12,0 16,0

Q'E? . Na*

85 Misturas 1,5 0,5 0,5 1,5

® -1,5 MP 1 MP 5 MP 9 MP 13

5 cq> 05 MP 2 MP 6 MP 10 MP 14

= 0,5 MP 3 MP 7 MP 11 MP 15
1,5 MP 4 MP 8 MP 12 MP 16

3.3.2. Equipamentos

O fotdmetro de chama, a balanca analitica e a webcam ja foram descritos na
secao 2.3.2.

Um forno mufla Lavoisier modelo 400C foi utilizado para a calcinagdo das
amostras.

Um espectrofotdmetro de absorcao atdmica Shimadzu modelo AA-6300 (com
0s modos de absorcdo em chama e absorcao em forno de grafite) foi utilizado para a
determinacao dos valores de referéncia de sédio e calcio nas amostras reais.

Uma lampada de catodo oco de sbédio da marca Hamamatsu Photonics,

operando a uma corrente de 10 mA foi utilizada como fonte de radiagcdo para a
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medidas de sodio por FAAS. A correcdo da radiacdo de fundo foi realizada por
intermédio da auto-reversao da lampada de catodo oco.

Uma lampada de catodo oco de calcio da marca Hamamatsu Photonics,
operando a uma corrente de 10 mA foi utilizada como fonte de radiagcdo para a
medidas de calcio por FAAS. A correcdo da radiacdao de fundo foi realizada por

intermédio de uma lampada de deutério (correcdo com fonte continua).

3.3.2.1. Sistema de aquisicao de imagens
Descrito anteriormente na segéao 2.3.2.1.

3.3.3. Programas computacionais utilizados

3.3.3.1. No desenvolvimento dos modelos de calibracao MLR
Todos os modelos de calibracdo multivariada foram desenvolvidos utilizando
Matlab 2008a da Mathworks®, bem como e elaboragéo dos graficos utilizados neste

trabalho.

2.3.3.2. Na captura de imagens digitais e no tratamento de imagens digitais

Descritos anteriormente nas segdes 2.3.3.2 e 2.3.3.3 respectivamente.

3.3.4. A escolha entre agente de liberacao e de protecao

ions A0, PO,* e SO,* presentes nas cinzas das amostras reagem com 0s
fons Ca®* para formar espécies refratarias na chama diminuindo o sinal de emisséo
do radical CaOH na chama ar-butano. Estas espécies sédo provavelmente Ca(AlOy),,
CayP20; e CaS,0; (BACKER e JOHNSON, 1954 e JEFFERY et al., 1982). Este tipo
de interferéncia é conhecido com interferéncia quimica.

Na FES, para eliminar este tipo de interferéncia, a literatura reporta trés
alternativas (JEFFERY et al., 1982):

1. Uso de um agente de liberacéo;
2. Uso de um agente protetor;
3. Procedimentos de separacéao.
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O agente de liberacdo € uma substancia que reage com o interferente na
chama produzindo um composto mais estavel quando comparado com seu

respectivo composto de calcio de acordo com a rea¢ao genérica:
A=B) +Ce oA—Ce + B

De acordo com o principio de Le Chéatelier um excesso de agente de
libertacdo levara uma maior quantidade de atomos metalicos gasosos (B). Este
efeito sera especialmente ativo se A — C for estavel.

Para a determinacgéo de calcio em FES na presenca de AlO, PO e SO,
os agentes de liberacao recomendados pelos fabricantes de instrumentos para FES
e FAAS sdo compostos de lantanio e estréncio (JEFFERY et al., 1982) cujas

reacdes que ocorrem na chama sao mostradas abaixo:

3Ca(Al0y),(s) + 2Lag) < 2La(AlOy)5(s) + 3Cag
3Ca,P,07(5) + 4Lagg) « Lay(P,0,)3¢5) + 6Cag
3CaS;0y(s) + 2Lagg) « La,(5;07)3¢5) + 3Ca(y
Ca(AlO2),(s) + Srg) « Sr(AlO;) ) + Cagy
CayP,07(s) + Srg) © SryP,075) + 6Cag
CaS;07(s) + Sr(g) © Sr5,07) + 3Cacy

A possibilidade do uso de sais de lantanio e de estréncio foi descartada
imediatamente, pois ambos os metais emitem radiagdo na regiao visivel do espectro
eletromagnético quando excitados numa chama ar-butano, além do elevado custo
de seus compostos.

O agente de protecdo € uma substancia que reage com o analito ainda na
amostra produzindo um complexo que é muito mais estavel que o seu respectivo
composto refratario e é facilmente decomposto na chama para produzir atomos
gasosos do analito. Para a determinacao de célcio em FES na presenca de AlO.
PO,* e SO os agentes de protecdo recomendado é o EDTA (JEFFERY et al.,
1982). Entretanto o EDTA é comercializado na forma de acido ou na forma do sal
dissédico.

Em virtude de o sodio ser um dos analitos, o sal dissédico do EDTA nao pode

ser utilizando, restando assim apenas o EDTA &cido. Porém a solubilidade do EDTA
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acido em agua é baixa. O problema da baixa solubilidade do EDTA acido em agua é
facilmente superavel, uma vez que a solubilidade de &cidos organicos fracos
aumenta consideravelmente em meio alcalino. Dessa forma, o EDTA &cido é
facilmente solubilizado por uma solugéo alcalina.

O NH4OH concentrado foi a base escolhida para solubilizacdo do EDTA acido
por nao introduzir cations metalicos na amostra. O NH,OH foi adicionado em
excesso até pH = 10,0 a fim de se obter a solucao tampao (NH4)4sEDTA / NH4OH,
pois a complexacdo entre os ions Ca®** e o EDTA* ocorre em pH > 10,0 (JEFFERY
et al., 1982).

Os procedimentos de separacdo podem ser utilizados tanto para o analito
quanto para os interferentes. Entre esses procedimentos pode-se citar: a extracao
por solvente, a precipitacao e a cromatografia (MARCZENKO e BALCERZAK, 2000).

3.3.5. Procedimento adotado

Neste trabalho a abertura das amostras foi feita por via seca. Entre 40 e 50
mg de amostra foi transferida para um cadinho de porcelana. Em seguida a amostra
foi aquecida suavemente em um bico de Blinsen, tomando os devidos cuidados para
evitar o aparecimento de chamas. ApoOs isto, os residuos da amostra foram
calcinados em mufla a 550 °C por um periodo de quatro horas. Apés a calcinacéo da
amostra as cinzas foram dissolvidas em 1 mL de HNO3; concentrado.

Em virtude da presenca de ions AlOy, PO,* e SO, nas cinzas das amostras,
a solucao tampao de (NH4)EDTA também foi adicionada (na mesma proporcao
usada para as misturas de calibragdo e previséo).

Por fim, o precipitado obtido foi filtrado em papel de filtracdo lenta e o volume
de cada filtrado obtido foi aferido a 100 mL em baldao volumétrico com agua
deionizada. As oito amostras foram preparadas em triplicatas auténticas.

3.3.6. Testes de recuperacao

Antes de toda a marcha analitica uma aliquota, da ordem de micro litros, das
solucdes estoque de sbédio e célcio (na mesma forma em que se encontra na
amostra) foi adicionada na amostra. A amostra entdo fortificada foi submetida a
digestao por via seca e diluida de acordo com o procedimento descrito na segéao
anterior. As massas adicionada tedricas para o sodio e célcio foram 0,05 e 0,5 mg

respectivamente.
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3.3.7. O banco de dados

Nos métodos inversos de calibracdo multivariada a matriz Y corresponde a
matriz dos valores associados a propriedade a ser estimada. Neste trabalho, esta
matriz corresponde a matriz das concentracdes de sédio e calcio, isto é, Y = Cn, Ou
Y = Cc, uma vez que os modelos de calibracdo sdo construidos separadamente.

Dessa forma, a matriz X corresponde a matriz das variaveis que serao
utilizadas na construcdo do modelo de calibragdo multivariada para estimativa dos
valores da matriz Y. Na DIB-FES as variaveis utilizadas foram os valores das
componentes R, G e B, isto é, X = [Rmist Gmist Bmist]-

As matrizes utilizadas possuem as seguintes dimensdes: Xcal = (25 misturas x
3 variaveis), Xprev = (16 misturas x 3 variaveis), Yca = (25 misturas x 1 variavel) e
Yprev = (25 misturas x 1 variavel).

Para o desenvolvimento dos modelos de calibragdo MLR, os dados brutos
foram utilizados, pois as trés varidveis possuem a mesma variacao absoluta (0 —

255) e assim nao havera nenhum favorecimento a nenhuma variavel.
3.4. Resultados e discussao

3.4.1. Influéncia da emissao de diferentes metais sobre a cor da chama

Considerando que o fenémeno de auto-emissdo da chama na regido visivel
do espectro eletromagnético é significativa e constante, é razoavel admitir que a cor
predominante na chama seja aquela oriunda da emissdao de um determinado metal
(caso este seja capaz de emitir REM na regido visivel do espectro eletromagnético).
Caso dois ou mais metais estejam presentes na chama, é esperado que a cor
resultante seja uma combinacao das cores individuais de cada metal.

A fim de verificar a consisténcia do argumento acima, foi realizado o seguinte
estudo: a partir das solucdes estoque de Li*, Na* e Ca?* foi preparado um conjunto
de misturas binarias com esses trés metais: (Na*+Li*), (Na*+Ca?*), (Ca**+Li*) e
(Ca?*+Na*) com concentracdes adequadas para que nenhum dos componentes R, G
e B nas imagens digitais atinja o valor maximo de sua escala (255). Quando isto
ocorre diz-se que o componente esta saturado.

Essas misturas foram preparadas de modo que a concentracdo de um metal
se mantivesse constante enquanto que a concentracdo do outro variava. Os niveis

de concentragao utilizados nesse estudo sao apresentados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Niveis de concentracdo (mg L") das misturas binarias utilizadas no
estudo Influéncia da emissao de diferentes metais sobre a cor da chama.
Niveis -2 -1 0 1 2
Na* 0,70 1,40 2,10 2,80 3,50
Ca®* 2,00 6,00 10,0 14,0 18,0
Concentracdes adicionadas (mg L")
Li*t 2,00 Na* 2,00 Ca** 10,0

Ap6s a preparacao das misturas, as imagens digitais das mesmas foram
capturadas e estdo dispostas na llustracdo 3.2. Para estas imagens digitais
observou-se a variacao das componentes R, G e B como mostrada na llustracao
3.3. A primeira imagem em cada sequéncia (marcada com a letra L) refere-se a
solucdo em branco. A razdo dessa representagdo (L ao invés de B) objetiva ndo
fazer confusdo com o componente B. Em inglés o termo utilizado para designar a
prova em branco € blank, e por isso utilizou-se a letra L para tal representacao.

A composi¢ao de cada mistura binaria é mostrada na Tabela 3.5.

Na*
Na+*+ Li*

Nat++ Caz2*

(a)

L-2-1 0 1 2

Caz
Cazt+ Lij*
Ca2*+ Na*

(b)

L 21 0 1 2

llustracao 3.2. Imagens digitais da emissao de das misturas de: (a) sédio e (b) calcio.
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Tabela 3.5. Composicao das misturas binarias da llustracao 3.2.
Niveis de concentracdo (mg L")

Composicao L -2 -1 0 1 2
Na* 0,00 0,70 1,40 2,10 2,80 3,50
Na* 0,00 0,70 1,40 2,10 2,80 3,50
Li* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Na* 0,00 0,70 1,40 2,10 2,80 3,50
Ca®* 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Ca®* 0,00 2,00 6,00 10,0 14,0 18,0
Ca** 0,00 2,00 6,00 10,0 14,0 18,0
Li* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Ca** 0,00 2,00 6,00 10,0 14,0 18,0
Na* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
250-(3) 250
200 e - 200 el .
b P - O i . -
@ Pt -
€ 150 o c 150+ _ =
2 R S o ] P
[} i Q i T
2-100— gz 2.1004 -
o Q
O 5o/ = Sem adigdo O 504 = Sem adigdo
¢ Adigado deLi* 2,00 mg i1 | ¢ Adicdo deLi* 2,00 mg L1
0 ' , Adigéo de C?2’10,0'mg i 0 : Adigéo de C?2*10,0vmg 4
0,0 1,4 2,8 4,2 0,0 1,4 2,8 4,2
Concentragao de sédio (mg L'1) Concentracdo de sédio (mg L'1)
b
250 ) 250
200 - e——"* 200 -
14 j e o O  _e———
[} L o Y e
€ 150 € 150 M
2 I 2
2 100+ " 2100- e —w———
£ = ] - ————%
<] Q
O 50 m Sem adigdo O 50 m Sem adigdo
e Adigdo de Li*2,00 mg L e Adigdo de Li*2,00 mg L
0 Adigdo de Na* 2,00 mg L 0 Adic3o de Na* 2,00 mg L’
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Concentragao de calcio (mg L'1)

Concentragao de calcio (mg L'1)

llustracao 3.3. Efeito da adicao de metais sobre as componentes R e G das imagens digitais das
misturas de: (a) sodio e (b) calcio.

Para todas as imagens digitais da llustracdo 3.2 a componente B possui

contribuicdo apenas do fendmeno de auto-emissdo da chama (constante). Dessa

forma as discussdes posteriores serdo feitas apenas para os componentes R e G.
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No primeiro conjunto de imagens da llustracdo 3.2 tem-se como emisséo
principal a emissao do sédio. Na emissao do sddio (primeira sequéncia de imagens
digitais da llustracdo 3.2 (a)) os componentes R e G possuem contribuicdo do
fenbmeno de auto-emissao da chama (constante) e da emissao do sédio (variavel
com a concentragdo do mesmo).

Com a adicao de litio e calcio (segunda e terceira sequéncias de imagens
digitais da llustracdo 3.2 (a)) as solugdes padréo de sédio, as imagens digitais das
misturas apresentam diferencas notérias quando comparadas com as imagens
digitais de mesma concentracao de sédio sem a adi¢ao de litio e calcio (primeira
sequéncia de imagens digitais da llustracao 3.2 (a) respectivamente).

Essas diferencas sdo devidas ao aumento de fendmenos que contribuem
paras os componentes R e G: em ambos componentes existe a contribuicdo da
auto-emiss@o da chama, da emissdo do sodio e da emissdo do metal adicionado.
Como consequéncia um aumento constante dos valores dos componentes R e G é
observado (llustragéo 3.3 (a)).

No segundo conjunto de imagens da llustracdo 3.2 tem-se como emissao
principal a emissdo do radical CaOH. Na emissdo do radical CaOH (primeira
sequéncia de imagens digitais da llustracédo 3.2 (a)) os componentes R e G possuem
contribuicao do fendmeno de auto-emissao da chama (constante) e da emissédo do
radical CaOH (variavel com a concentracao do mesmo).

Com a adicao de litio e sodio (segunda e terceira sequéncias de imagens
digitais da llustracdo 3.2 (b) respectivamente) as solucbes padrdao de calcio, as
imagens digitais das misturas apresentam, assim como no primeiro conjunto de
imagens, diferencas notérias quando comparadas com as imagens digitais de
mesma concentracdo de calcio sem a adicao de litio e sédio (primeira sequéncia de
imagens digitais da llustracédo 3.2 (b)).

Essas diferengas sdo devidas ao aumento de fenbmenos que contribuem
paras os componentes R e G: para ambos 0s componentes existe a contribuicdo da
auto-emissdo da chama, da emissdo do radical CaOH e da emissdo do metal
adicionado. Entretanto essa diferenca é mais pronunciada para o componente R que
para o G (llustracdo 3.3 (c)).
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3.4.2. Desenvolvimento e validacao dos modelos de calibracao MLR

As imagens digitais obtidas a partir das misturas e que forneceram os dados
referentes as matrizes Xcai € Xprev S80 mostradas na llustragdo 3.4. Testes para
verificagdo de correlacdo entre as variaveis da matriz X ndo foram realizados uma
vez que todas sdo ortogonais entre si e assim formam uma base candnica no
espaco %% (BOLDRINI, 1980).

A fim de verificar a existéncia de multicolinearidade entre as variaveis, foi
calculado o fator de inflagdo da variancia, VIF para cada uma das variaveis e 0s

resultados sdo mostrados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Valores de VIF para as variaveis da matriz X.

Variavel VIF
Rmist 9,06
Gmist 9,02
Bmist Nao definido
Sodio Sodio
2 -1 0 1 2 -1,5-0,50,5 1,5
-2
o -l
¥
.g 0
1
2 Previsao

Calibracao

llustracao 3.4. Imagens digitais referentes aos conjuntos de calibragao e previsdo. A disposi¢ao das

imagens segue exatamente a mesma disposi¢ao das misturas na Tabela 3.2.

Os valores de VIF abaixo de 10 para as variaveis Rmist € Gmist indicam nao-
multicolinearidade (GIACOMELLI et al., 1998). Para a variavel Byt 0 valor de VIF
nao foi calculado uma vez que a mesma possui informacdo apenas referente ao
fendbmeno de auto-emissao da chama a qual é constante.

O desenvolvimento dos modelos de calibracdo MLR ¢é feito por meio das
Equacoes 19 e 20. A avaliacao da qualidade dos mesmos foi realizada a partir dos
valores de: coeficiente de correlacao de calibracdo e RMSEC cujos valores sao

apresentados na Tabela 3.7.



DETERMINACAO SIMULTANEA DE SODIO E CALCIO EM LEITE EM PO

Tabela 3.7. Valores dos parametros de avaliacdo qualidade dos modelos de
calibracdo MLR.

Analito Na* Ca™*
Coeficiente de correlagao de calibracédo 0,9999 0,9998
RMSEC (mg L™ 759x 107 567 x10°

Os valores apresentados na tabela acima indicam uma boa concordancia
entre os valores de concentracdo previstos e os valores de referéncia para os
conjuntos de calibracdo de ambos os metais, como revelados pelos baixos valores
de RMSEP e valores de coeficiente de correlacao de calibragdo préximos a 1. Estes
resultados s&o um indicativo de boa qualidade dos modelos de calibragdo MLR.

Apo6s verificagdo desses indicativos os modelos de calibragdo, foram
utilizados no conjunto de previsdo constituido por 16 misturas sintéticas (descritas
na secao 3.2.1) e os resultados sdo mostrados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8. Resultados da determinagdo de Na e Ca em amostras sintéticas
(conjunto de previsdo) utilizando os modelos de calibracdo MLR.

CNaJr (mg L-1) CCaZJr (mg L-1)
Amostras Real Prevista Real Prevista

1 0,56 0,56 4,00 3,89
2 0,56 0,56 8,00 8,15
3 0,56 0,55 12,0 11,95
4 0,56 0,58 16,0 16,03
5 1,12 1,10 4,00 4,08
6 1,12 1,12 8,00 7,95
7 1,12 1,11 12,0 11,85
8 1,12 1,13 16,0 16,1
9 1,68 1,70 4,00 4,00
10 1,68 1,68 8,00 8,00
11 1,68 1,69 12,0 12,1
12 1,68 1,67 16,0 15,9
13 2,24 2,25 4,00 3,95
14 2,24 2,23 8,00 8,05
15 2,24 2,22 12,0 12,0
16 2,24 2,24 16,0 16,0

As ferramentas de diagnédstico para avaliagdo da previsdo de amostras sao:
coeficiente correlacao de previsdo, RMSEP, grafico de concentracao real versus
concentragcao prevista, grafico de residuo versus ordem das amostras e EJCR. Os
valores de correlacao de previsdo e RMSEP sao apresentados na Tabela 3.9:
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Tabela 3.9. Valores de correlacdo e RMSEP referentes a previsdo das amostras
sintéticas utilizando os modelos de calibracdo MLR.

Analito Na* Ca™*
Coeficiente de correlagédo de previsao 0,9998 0,9999
RMSEP (mg L™) 1,12x10% 8,08 x 107
(RMSEP - RMSEC) (mg L™ 1,11 x10% 8,07 x 10°

Os valores de coeficiente de correlagdo de previsdo préximos a 1 indicam
relacdo direta entre as concentragdes previstas e as concentracdes reais para as
amostras do conjunto de previsdo. Os valores baixos de RMSEP e a pequena
diferenga entre RMSEP e RMSEC sdo um bom indicativo da exatiddo do modelo,
mas nao informam sobre a existéncia de erros sistematicos (TIAN et al., 2007).

No grafico das concentracbes previstas versus concentracdes conhecidas
(llustracao 3.8 (a1) e (a2)), pode-se observar uma boa concordancia entre os valores
previstos e os de referéncia para ambos os metais, uma vez que estes valores estao
praticamente sobre a bissetriz do referido grafico.

A boa concordancia apresentada no grafico acima é corroborada pelos
gréaficos: de residuo versus ordem das amostras (llustragdo 3.8 (b1) e (b2)). Nestes
gréaficos, os residuos se distribuem aleatoriamente em torno de zero, evidenciando
que os erros observados sdo de natureza aleatéria para ambos os metais.

A fim de se obter mais informacbes sobre a exatiddo dos modelos de
calibracdo MLR desenvolvidos, a regressdo das concentragdes reais versus as
previstas foi aplicada. O intercepto e a inclinacdo estimados (3 e b respectivamente)
foram comparados com seus valores ideais (0 € 1 respectivamente) usando o teste
da EJCR (llustragcéo 3.8 (c1) e (c2)). Como visto, as elipses contem o ponto tedrico
(a=0¢eb=1)indicando que erros constantes e proporcionais nao estdao presentes e
assim uma habilidade preditiva excelente.
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llustracao 3.5. Ferramentas de diagnostico: (a) grafico de concentragao prevista versus

concentragao real, (b) grafico de residuo versus ordem das amostras e (c) EJCR.

Em func&o dos resultados sumarizados acima, pode-se considerar validada a

previsdo dos modelos MLR e os mesmos podem ser utilizados na determinacao de

s6dio e calcio em amostras reais de leite em pd. A tabela 3.10 mostra os resultados

obtidos. Pode-se observar a similaridade entre os resultados obtidos por ambos os

métodos como comprovado pelos altos valores de tendéncia e pelo baixo valor de

RMSEP. De fato, nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi verificada

entre os resultados aplicando o teste t emparelhado ao nivel de 95% de confianca.
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A Tabela 3.10 mostra também que os modelos de calibragao MLR

apresentam precisdo melhor (em termos de repetitividade) que o método de
referéncia (FAAS), como revelado pelos menores valores de RSD conjunto (n = 3)
para ambos os analitos.

Com relagcdo a exatiddo e a presenca de interferentes, os modelos de
calibracdao multivariada foram também avaliados pela realizacdo de testes de
recuperacao e os resultados também sao mostrados na Tabela 3.10. os modelos de
calibracdo multivariada sdo adequados para andlises dos analitos escolhidos na
matriz analisada, pois as taxas de recuperacao obtidas nas analises estao entre 98 e
103%.

Com base nos resultados e nos critérios de aceitacdo descritos na seg¢éao 1.5
pode-se afirmar que os modelos de calibracdo multivariada para a determinacao de
sédio e calcio em amostras de leite em p6 estéo validados.

Tabela 3.10. Resultados da determinacao simultanea de sodio e calcio em amostras
de leite em po.

RMSEP

0,09

Amostras MLR Referéncia Tendéncia (%) Recuperacao (%)
Na* mgg”
(1) 5,47 £0,04 5,35+0,11 102,2 101 +1
(2) 3,02+0,07 3,08+0,12 98,0 99 +2
(3) 3,73+0,05 3,69+0,12 101,1 101+ 2
(4) 3,30 +£0,03 3,35+0,11 98,5 102 +3
(5) 3,74+0,06 3,69+0,12 101,3 98 +3
(6) 3,65+0,04 3,70%£0,12 98,6 102 +3
(7) 3,54 +0,07 3,50+0,11 101,1 99 + 1
(8) 454 +0,06 4,60+0,13 98,7 98 +4
R.S.D. conjunto (%) 1,41 3,00 - -
RMSEP 0,05 - - -
Ca™* mgg”’
(1) 15,0 £ 0,1 15,1 £ 0,1 99,3 99 + 1
(2) 9,18+0,05 9,08+0,15 101,1 101 +1
(3) 9,06 £0,06 9,12+0,13 99,3 98 +2
(4) 8,93+0,04 8,88+0,14 100,6 102 + 1
(5) 9,04 £0,05 9,12+0,15 99,1 99+3
(6) 9,22+0,07 9,14+0,13 100,9 103 +2
(7) 8,56 £ 0,03 8,65+0,14 99,0 100 £ 2
(8) 10,1 £ 0,1 10,0 £ 0,2 101,0 101 + 1
R.S.D. conjunto (%) 0,55 1,41 - -
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi demonstrada a potencialidade do uso de imagens digitais

obtidas com uma webcam na FES para a determinacao indireta de farmacos em
injetaveis e para a determinacao simultanea de sodio e calcio em amostras de leite
em p6. Na DIB-FES a cor da chama possui a contribuicao referente ao fenbmeno de
auto-emissado da chama, a contribuicao referente a combustdo da matéria organica
presente na matriz da amostra e a contribuicdo referente a emissao do(s) metal(is)
presente(s). No entanto a contribuicdo dominante sempre é a da emissao de REM
pelo(s) analito(s).

As afirmacbes do paragrafo anterior sdo validas apenas se as imagens
digitais da chama forem capturadas na sua regido oxidante.

A DIB-FES se mostrou promissora para a determinacao indireta de qualquer
substancia organica (farmaco ou nao) desde que esta esteja na forma de um sal
organico cujo cation seja capaz de emitir REM na regiao visivel.

A determinagdo de farmacos utlizando a DIB-FES pode ser uma boa
alternativa para formulagdes na forma de solugao injetavel. Em formulagdes na
forma de comprimidos, locoes e cremes existem na composi¢cdo do veiculo outras
substancias organicas (excipientes) que na chama aumentardo a contribuicdo
referente a combustdo da matéria organica na chama, produzindo um efeito nao
modelado nas solucdes de calibracdo e como consequéncia havera a presenca de
erros sistematicos nos resultados. Uma solugdo seria o emprego do método de
adicao de analito.

O desenvolvimento de modelos de calibracdo univariada, bem como a sua
validagéo foi possivel devido ao planejamento experimental criterioso.

Em termos de figuras de mérito a DIB-FES apresentou um desempenho
satisfatorio nas duas aplicagcdes. Uma atencao especial deve ser dada a precisao e
a exatidao dos resultados os quais foram comprovadas por baixos valores de R.S.D.
conjunto (sempre menores quando comparados com os métodos de referéncia) e
por altas taxas de tendéncia e recuperagao.

Usando uma webcam como detector de REM na regido visivel do espectro
eletromagnético, a DIB-FES no dominio multivariado oferece uma alternativa simples
e economicamente viavel frente a FES convencional na solugdo da problematica da

interferéncia espectral tratada nesse trabalho.
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A dispensa do uso de seletores de radiacdo pode a reduzir os custos de

construgcdo e manutencdo da instrumentacdo para os métodos de emissdo em
chama.

Apesar desta auséncia, que torna a resposta analitica da webcam sujeita a
interferéncia espectral, este problema foi contornado empregando métodos
multivariados de calibragdo com modelagem explicita do interferente (calcio).

A adicdo do agente de libertacdo ((NH4)4EDTA) tamponado e em baixa
concentracdo e de modo a garantir a complexacao do calcio mostrou-se adequado
na solucao do problema de interferéncia quimica.

O procedimento de abertura das amostras de leite em pé garantiu que o
ambiente quimico das amostras (matriz) se aproximasse do ambiente quimico das
misturas de calibracao e previsdo, de modo a nao haver interferéncia de matriz.

Os resultados obtidos indicam que os modelos de calibracdo multivariada
construidos foram capazes de separar, a partir de uma simples imagem digital, a
informacao oriunda de cada analito mesmo com a ocorréncia de interferéncia
espectral.

Para a industria farmacéutica a DIB-FES ¢é indicada para o controle de
qualidade na linha de producédo, mas nao para verificacdo de possiveis adulteracdes
devido ao baixo poder discriminante dos ions associados (cations). Isto se deve
basicamente a espécie responsavel pelo sinal analitico (metal), pois qualquer outro
sal organico contendo o mesmo metal produzira o0 mesmo efeito na chama ja que se

trata do mesmo metal.

4.1. Propostas futuras

O uso de uma webcam como detector na captura de sinais (ou seja, imagens
digitais) ainda nao foi utilizada na exploracdo da resolugdo espacial das imagens
digitais, sendo entao proposta para trabalhos futuros. Tal exploragdo permitiria a
realizacdo de analises multi-analitos com apenas uma imagem digital. Um exemplo
deste tipo de aplicagcdo seria o desenvolvimento de fotdmetros de emissdo em
chama com mais de uma fonte de excitacdo miniaturizada. Desse modo, torna-se
possivel monitorar simultaneamente radiagdes emitidas por mais de um analito e/ou
amostra, provenientes de mais de uma fonte de excitagao.

Outra proposta de continuidade consiste na possibilidade de desenvolvimento

de fotbmetros de emissdo em chama miniaturizados com um programa de captura
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de imagens e processamento em tempo real, para tornar desnecessario o uso de

filtros de interferéncia para cada metal.

Por fim, outra proposta futura de trabalho consiste no desenvolvimento de
método de adicdo de padrao multivariado, o qual seria capaz de resolver o problema
das interferéncias espectrais e de matriz.
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