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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE ANALISADORES EM FLUXO PARA A DETERMINAQAO
DE ANALITOS DE INTERESSE FARMACEUTICO UTILIZANDO
MICRODISPOSITIVO LTCC E UM MINIFOTOMETRO COMO SISTEMA DE
DETECCAO. O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de
analisadores automaticos em fluxo para a determinacédo de analitos de interesses
farmacéutico utilizando um micro-dispositivo LTCC (Low Temperature Co-fired
Ceramics) e um minifotbmetro como sistema de detec¢do. Para tal, foram
desenvolvidos o0s seguintes componentes: 1) minifotdbmetro a base de LED-RGB
(Light Emitting Diode — Red Green Blue) cujos comprimentos de onda de méxima
emissao séo 472, 525 e 640 nm respectivamente como fonte de radiagdo e um
fotodiodo (FD) como detector; 2) uma célula éptica para analise em fluxo baseada
em LTCC. Um software foi criado em linguagem grafica LabView® 7.0, para controle
e aquisicdo de dados do sistema analitico. O minifotdbmetro para analise em fluxo e o
software foram desenvolvidos para a determinacdo de N-acetilcisteina (NAC),
captopril (CAP), adrenalina (ADN), dopamina (DPN) e &cido ascoérbico (AAc) em
formulacbes farmacéuticas. Primeiramente foi desenvolvido um minifotbmetro
baseado em LED-RGB como detector fotométrico. Em seguida, foi construido um
acionador de valvulas (AV), o qual foi utilizado para controlar o tempo de
acionamento das valvulas solendides. Este controle foi executado utilizando um
programa desenvolvido em Labview o qual foi acoplado a uma interface de aquisicao
de dados, USB 6008 da National Instruments, acoplada a um microcomputador.
Com esta interface foi possivel controlar também o minifotbmetro construido bem
como a aquisicdo e tratamento dos sinais gerados no LTCC". Em todos o0s casos, 0
minifotdbmetro, o LTCC e o sistema em fluxo com multicomutacdo empregando
valvulas solenoides de trés vias (Thee-way) e reatores em fase solida foram
utilizados, exceto para a determinacdo de NAC e CAP onde um analisador com
injetor comutador manual foi empregado. Os resultados obtidos com o sistema
desenvolvido foram sempre comparado com métodos de referéncia ou validados na
literatura, e ndo houve uma diferenca significativa a um nivel de confianga de 95%.
Além disso, um baixo volume de reagentes e amostras utilizados (devido ao uso do

LTCC), juntamente com um sistema de carater universal (apto a ser aplicado em
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qualquer outra aplicacdo em fluxo) foram outros diferenciais deste trabalho. O
minifotdbmetro desenvolvido, de apenas 4 x 4 cm apresentou uma boa estabilidade e

corroborou para os bons resultados obtidos neste trabalho.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FLOW ANALYZERS FOR THE DETERMINATION OF
PHARMACEUTICAL ANALYTES USING A LTCC MICRO-DEVICE AND A MINI-
PHOTOMETER USED AS DETECTION SYSTEM. The objective of this study was to
develop automatic flow analyzers for the determination of pharmaceutical analytes
using a micro-device based on LTCC (Low Temperature Co-fired Ceramics) and a
mini-photometer as the detection system. To perform this task, the following devices
were developed: 1) A mini-photometer based on RGB-LED (Red Green Blue- Light
Emitting Diode) which wavelengths of maximum emission are 465, 525, and 640 nm,
respectively, was used as the radiation source. A photodiode (PD) was used as a
detector; 2) An optical cell for flowing analysis. A software was developed in graphic
language using LabView® 7.0 in order to control and acquire analytical data. The
mini-photometer for flowing analysis and software were developed for the
determination of N-acetylcysteine (NAC), captoprili (CAP), adrenaline (DNA),
dopamine (DPN) and ascorbic acid (AAc) in pharmaceutical formulations. First, the
mini-photometer was developed and used as a photometric detector. Then, a lab-
made valve actuator (VA) connected to a computer interface for data acquisition
(National Instruments USB 6008) was used to switch on/off the solenoid valves. This
interface also enabled to control the mini-photometer as well as the acquisition and
processing of transient signals generated in the LTCC. In all determinations, the mini-
photometer, the LTCC and the flow system with multicommutation employing three-
way solenoid valves were used, except for NAC and CAP where an analyzer with
manual injector was used. Solid-phase reactors were also used due to lower
reagents consumption. The results from the developed system were compared with
reference and validated methods (found in the literature) and there were no
significant differences at 95% confidence level. The developed system with LTCC
employs low volume of reagents and samples and can be used to determine several
analytes in different matrices. applied in any other used (due to), along with a system
of universal (able to be applied in any other application in flow) were other good
features of this developed system. The good stability and sensibility of the developed
mini-photometer (4 x 4 cm) enabled an adequate performance during the

determinations.
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1. Introducéo

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é
crescente o numero de falsificacdo de farmacos. No periodo de janeiro a setembro
de 2010 foram apreendidas 53.575 unidades farmacéuticas falsificadas e
contrabandeadas no Brasil além de 62,9 toneladas de medicamentos sem registro?.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) constatou que
“somente nos quatros primeiros meses deste ano foram apreendidas 171 toneladas
de medicamentos fora da lei” 0 que corresponde a oito vezes e meia a mais do que

no ano passado?.

Levando em consideracdo o que foi exposto, € notéria a necessidade
do controle de qualidade de farmacos, visto que, sua adulteracdo pode gerar danos
materiais no tocante a sonegacdo de impostos e danos a salude que muitas vezes

sao irreversiveis, podendo levar o individuo a morte.

Os métodos utilizados para o controle de qualidade dos farmacos séo,
em geral, laboriosos, apresentam elevado consumo de reagentes e amostras, baixa
frequéncia analitica e alto custo por analise. Esses inconvenientes vem sendo

superados quando esses métodos sdo realizados por analisadores automaticos.
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2. Analisadores automaticos

Os analisadores automaticos estédo divididos em trés grandes grupos, a

saber:

v Analisadores Automaticos Discretos ou em Batelada (Batch);
v Analisadores Automaticos Robotizados;

v Analisadores Automaticos em Fluxo (Flow).

2.1. Analisadores automaticos discretos ou em batelada

S&o caracterizados pelo uso de recipientes individuais para cada
amostra que é transportada para o sistema de deteccdo através de um sistema
mecanico. Normalmente, a realizacdo das medidas € feita apds estabelecimento do
equilibrio quimico e fisico entre analito e os reagentes, objetivando alcancar a

maxima sensibilidade.

Embora os analisadores automéaticos em batelada possibilitem andlises
com boa precisdo e exatiddo, a cada amostra analisada o seu recipiente deve ser
esvaziado e lavado ou substituido e isto, consequentemente, prejudica a velocidade
analitica. Além do mais, estes analisadores sdo, em geral, complexos, envolvendo

muitas partes moéveis tornando-os pouco versateis?.



2.2. Analisadores automaticos robotizados

Os analisadores automaticos robotizados s&o caracterizados por
apresentar um braco mecéanico (um robd) para execucdo de operacdes analiticas. A
complexidade mecéanica e o custo elevado fazem com que esses sistemas possuam
diversas limitacbes para realizacdo de analises automaticas. No entanto, eles
desempenham um importante papel em etapas preliminares do procedimento
analitico, como em tarefas que envolvam, por exemplo, a manipulacdo de materiais
toxicos ou explosivos. Entretanto, seu elevado custo de manutencdo e aquisicao,
complexidade mecéanica e baixa velocidade analitica sédo limitacdes que os tornam
pouco atraentes para realizacdo de analises automaticas, principalmente para

analises de rotina?.

2.3. Analisadores automaticos em fluxo

Os analisadores automaticos em fluxo sdo classificados, segundo a
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada® (International Union of Pure and
Applied Chemistry — IUPAC) de acordo com o processamento da amostras e/ou
reagentes em (FIGURA 2.1):

I Analises em Fluxo I

Amostragem Amostragem
Continua Intermitente
Fluxo segmentado I Fluxo I Amostrainjetada I I Amostra aspirada I
nao-segmentado T
| ]
| Fluxo Fluxo segmentado
nao—segmentado (CFA)
Analise fluxo-batelada
(FBA) I I
Fluxo Fluxo
monosegmentado nao-segmentado
(MSFA)
Analise porinjecaoem Cromatografialiquida
fluxo (FIA) (LC)

FIGURA 2.1 Representacao dos analisadores em fluxo, segundo a IUPAC.



Os analisadores por injecdo em fluxo (Flow Injection Analysis — FIA) e o
em fluxo comutado (Multicommutation in Flow Analysis — MFA) serdo descritos nas

proximas secdes por serem utilizados neste trabalho.

2.3.1. Andlise em fluxo segmentado

SKEEGS* desenvolveu o primeiro analisador em fluxo continuo
(Continuos Flow Analysis — CFA). Os CFAs apresentavam como caracteristica a
interseccdo da zona de amostras por vérias bolhas de ar. Atualmente estes sistemas
sao conhecidos como analisador em fluxo segmentado (Segmented Flow Analysis —
SFA)35. Nestes sistemas a amostra e reagentes sao transportados em direcdo ao
sistema de deteccdo na forma de um bombeamento em fluxo continuo, sem

segmentacéao por bolhas de ar.

2.3.2. Analise em fluxo monosegmentado

Os analisadores em fluxo monossegmentado tém como caracteristica o
confinamento da zona da amostra entre duas bolhas de ar o que permite a
minimizacédo da dispersao da zona de amostra no fluido carregador, além de impedir

a intercontaminacdo das amostras.

PASQUINI e OLIVEIRA® desenvolveram o primeiro trabalho
empregando esta técnica, o qual recebeu o nome de analise em fluxo
monosegmentado (Monosegmented Flow Analysis — MSFA). Sdo caracteristicas
destes analisadores: boa reprodutibilidade e exatidao, alta velocidade analitica,
versatilidade, baixo consumo de reagentes e amostra e baixo custo por analise
(caracteristicas dos FIA), alta sensibilidade e menor intercontaminacdo com maior

tempo de residéncia (caracteristicas dos SFA).

Comparando com os analisadores FIA, os analisadores MSFA
apresentam uma maior frequéncia analitica em metodologias envolvendo reacgfes
lentas porque eles permitem um maior tempo de residéncia da amostra, com baixa
perda de sinal analitico devido a dispersédo e com desprezivel intercontaminacgéao.
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Por exemplo, velocidades analiticas de 120 determinacfes por hora foram obtidas
usando tempos de residéncia de 5 minutos®. Os analisadores MSFA tém sido
usados em andlise por extracdes liquido-liquido’, em determinacdo do teor de
analitos gasosos em amostras gasosas®®, em andlise clinical®! e em

procedimentos de adicdes de analito'? e titulagcdes!?>*°, entre outras aplicacoes.

2.3.3. Anédlise por injecdo em fluxo

RUZICKA e HANSEN? propuseram um sistema de andlise por injecéo
em fluxo, com o acrénimo, FIA (Flow Injection Analysis — FIA), cujas caracteristicas
sdo as seguintes: injecdo da amostra em um fluido carregador que transporta esta

amostra em direcéo ao detector sem a intersecc¢éo de bolhas de ar.

Durante o percurso da amostra em direcdo ao sistema de deteccdo a
amostra sofre dispersdo e o equilibrio quimico e fisico ndo séo atingidos, fazendo
com que estes analisadores, em geral, apresentem baixa sensibilidade frente aos

analisadores em bateladal®.

Os FIA tém sido usados para implementarem diversos procedimentos
analiticos, tais como: adi¢Ges de padraol’-?°, titulagoes?-??, exploracdo de gradientes
de concentracdo!®??, extracGes por solvente??, adicdo de reagentes por
confluéncia®*, zonas coalescentes (merging zones)®, de fluxo intermitente
(intermittent  flows)?%27, de reamostragem de zonas (zone-sampling)?®, de
armazenamento de zonas (zone-trapping)?®, de multilocalizacdo de detectores

(multisite ou leaping detector)30:31,

2.3.4. Analise por injecao sequencial

RUZICKA e MARSHALL®? propuseram os analisadores por injecéo
sequencial (Sequential Injection Analysis — SIA). Estes, por sua vez, sao
caracterizados pelo uso de valvulas mult-port, conhecidas como valvulas SIA que
séo responsaveis pela introducdo das solugbes (amostras, reagentes, tampdes, etc)
gue sao inicialmente aspiradas para um reator (camera reacional) e em seguida
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bombeados para o sistema de detecgéo.

Os analisadores SIA sdo robustos, devido as diferentes formas de
combinar reagentes e amostras de forma flexivel. A principal desvantagem €é a baixa
velocidade analitica quando comparados com outros analisadores automaticos em
fluxo desenvolvidos para o0 mesmo proposito analitico. Os analisadores SIA, devido
as suas caracteristicas de multitarefa, tém sido usados para as mais diversas

aplicacdes analiticas®:.

2.3.5. Analise em fluxo multicomutado

Os analisadores em fluxo multicomutado (Multicommutation in Flow
Analysis — MFA), proposto por REIS et al.34, sdo caracterizados pelo uso de valvulas
solendides de trés vias (Three Way) para insercdo de amostras, reagentes e do
fluido carregador de forma multicomutada. Os volumes das solucdes sédo definidos
pelo tempo de acionamento das valvulas que atuam como comutador individual
durante o processo analitico. Nestes analisadores, a pulsacdo da bomba peristéltica

pode influenciar na precisdo dos volumes amostrados.

Em revisdes anteriores®®>3, os autores apresentam varias aplicacdes

dos analisadores MFA, usando diferentes procedimentos analiticos.

2.3.6. Andlise em fluxo-batelada

Os analisadores em fluxo-batelada, ou analisadores flow-batch, (Flow-Batch
Analyser — FBA) foram desenvolvidos por HONORATO et. al.¥’. Os analisadores
FBA séo caracterizados, principalmente, pelo uso de valvulas solendides e de uma
camara de mistura aberta ou fechada. S&o caracteristicas destes analisadores: alta
precisdo e exatiddo, alta velocidade analitica, baixo custo por analise, baixo
consumo, menor manipulagcédo e contaminagéo de reagentes e amostras, geracéo de
pouco residuo para o meio ambiente, etc. Isto se da pelo fato de serem aliadas a

eles as caracteristicas individuais dos analisadores em fluxo e em batelada.



Os analisadores em fluxo séo bastante versateis, visto que a eles podem ser
incorporados diversos dispositivos com intuito de obter maior desempenho analitico.
Exemplos desses dispositivos sédo: colunas de pré-concentracdo, termostatizador,
multiplos detectores, colunas de separacdo, reatores em fase sodlida (RFS),
microdispositivo em fluxo (LTCC) entre outros. Dentre estes dispositivos serao
apresentados os RFS e LTCC.

2.4. Reatores em fase s6lidas84°

Os reatores em fase solida (RFS) séo caracterizados pelo
confinamento de reagentes soélidos em suportes implementados em analisadores em
fluxo com objetivo de pré-concentracdo de analitos, remocdo de possiveis

interferentes, ou ainda para conversao de um analito em uma espécie detectavel.

A utilizacdo de RFS em analisadores em fluxo apresenta vantagens,

tais como:

v simplificacdo do sistema em fluxo, visto que a sua utilizacdo dispensa um
canal adicional por onde deveria ser conduzido o reagente;

v" minimizacdo do efeito de dispersdo que propiciando uma maior amplitude do
sinal analitico o que possibilita a diminui¢cdo do volume de amostra;

v’ possibilidade de miniaturizacdo do sistema em fluxo, visto que o RFS pode
ser acoplado diretamente na célula de fluxo de um detector 6ptico;

v’ economia de reagentes por consequéncia das pequenas quantidades
requeridas e

v' aplicado quando o reagente utilizado ndo existe na forma solivel como

resinas de troca idnica.

2.4.1. Configuracdes de RFS em analisadores por injecdo em fluxo

Na FIGURA 2.2 pode ser visualizado algumas diferentes configuracdes de

analisadores em fluxo utilizando RFS41:



a) pré-tratamento do reagente. Nesta posicdo, 0 reator pode tanto remover

impurezas do reagente como liberar ou gerar reagentes instaveis;

b) na algca de amostragem, com o proposito de conversdo da amostra, podendo-se

fazer também pré-concentracdo da amostra e multi-determinacéo;
c) antes do sistema de injecdo, com a finalidade de pré-tratamento da amostra;

d) como optossensor, ou seja, reagente imobilizado no sistema de deteccdo. A
finalidade € explorar as vantagens desse tipo de configuragdo como o aumento da

sensibilidade, seletividade e miniaturizacao;

e) entre o injetor e o detector, servindo assim para a conversdo da amostra. E a

posi¢cdo mais utilizada para o posicionamento dos reatores no sistema em fluxo.

a) RFS b)
B _t_ B Y B I — N B
Tt ——— T Tt RFS =
wet e <i>> w =l L %)
IP A P A
w W
c) d)
L L B

B
X
w
o

Tk S 4’_4\,§ T L= AWV 1
IP i IP

Ay
| | i | W
A
e)
> - bTrrsh-2
W e O
IP A W

FIGURA 2.2. Esquema com algumas posi¢des dos RFS em sistemas de analises por
injecdo em fluxo. A, amostra; B, bobina reacional; L, alca de amostragem; T, solucao
transportadora; RFS, reator em fase soélida; x, ponto de confluéncia; IP, injetor
proporcional; D, detector e W, descarte.
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O desempenho do acoplamento do RFS com analisadores em fluxo pode ser

afetado por alguns fatores, a saber:

v' particulas de dimensGes muito pequenas podem aumentar a pressao
hidrodindmica do sistema em fluxo, por isso, devem ser selecionadas

particulas de dimensdes que permitam a passagem livre das solugdes;

v' a reacao deve ser rapida, de modo que permita uma maxima conversao do
analito, aléem de que as solucdes que passem através do RFS devem ser

quimicamente inertes aumentando assim sua vida util;

v as particulas do RFS devem estar empacotadas de maneira que esse seja
mecanicamente resistente ao fluxo. Isto faz com que ndo existam lacunas no
RFS que possam favorecer o fendmeno de dispersdo diminuindo assim a

magnitude do sinal analitico.

O confinamento de reagentes em um RFS pode ser alcancado pela
utilizacdo de reagentes de baixa solubilidade nas solucdes que fluem através do
reator, conhecida como imobilizagdo natural, ou pela retengdo dos reagentes em
suportes solidos imobilizados como polimeros ou em resinas de troca-ibnica,

mecanismo quimico e fisico, respectivamente.

Na imobilizacdo séo utilizados reagentes solidos de baixa solubilidade,
resinas de troca-ibnica e enzimas, células, tecidos e bactéria, por exemplo. Portanto,
algumas limitacdes podem ser observadas, como por exemplo, o aumento da
pressdo hidrodindmica do sistema em fluxo, decorrente do tamanho reduzido da

particula e a reatividade quimica (solubilidade no meio reacional).

7

Na imobilizacdo de polimeros em suportes solidos é misturado o
reagente de interesse a uma solucdo de mondmero de poliéster seguido da
solidificagcdo do mesmo. O reagente fica confinado em um bloco rigido podendo
assim ser manipulado a fim de se obterem particulas granulométricas adequadas ao

sistema em fluxo4244,

A imobilizacdo de reagentes em suportes soélidos pode envolver o
confinamento dos reagentes em membranas microporosas, resinas de troca-ibnica

através de ligagOes eletrostéticas, como também ligacdes covalentes entre carbono
11



ou esferas de vidro de porosidade controladas apos a silanizacéo (e.g. imobilizacéo
de enzimas)*’. As resinas de troca-ibnica sdo bastante utilizadas como suporte de

reagentes na preparacéo de RFS.

2.5. Low temperature co-fired ceramics — LTCC

Consiste na tecnologia de sobrepor camadas de ceramicas previamente
alinhadas antes do processo de sinterizagdo. Em si sdo feitas através de substratos
compostos por vidro, solventes organicos e ceramicas, sendo mais comumente
utilizada a alumina. Essa tecnologia permite a fabricacdo de microdispositivos com
configuracbes tridimensionais complexas, permitindo assim ao usuario a
implementacdo de diferentes tipos de detectores, como por exemplo,
eletroquimicos*>46 e ¢pticos*’*® como também inserir diferentes etapas analiticas
(pré-concentracdo®®, mistura de reagentes®, separacéo®’, etc.). Outro atrativo é a
nao necessidade de se trabalhar em condi¢cfes estritamente controladas, como por
exemplo, “salas limpas”, além do baixo custo na fabricagdo quando produzido em

larga escala.

O processo de fabricacdo destes microdispositivos basicamente envolve 4

etapas, as quais serdo descritas com maiores detalhes nas seccdes seguintes.

v planejamento e desenho do microssistema analitico;
v’ corte das ceramicas;
v' laminacéo;

v' sinterizagéo.

2.5.1. Desenho do microssistema em um programa CAD

Esta etapa consiste na configuracdo estrutural do microssistema analitico
para cada camada de ceramica em forma sequencial de modo a se obter a forma

final desejada. Geralmente é utilizado um programa em linguagem de programacao
12



CAD que permite o analista gerenciar a configuracao fluidica do microdispositivo.

2.5.2. Corte das ceramicas

Os cortes das ceramicas podem ser realizados através do uso de
microfresadoras, equipamentos a laser, perfuracdo, jato de vapor de erosdo ou
através de maquinas de controle numérico de usinagem. Devido a sua
acessibilidade, as maquinas de controle numérico tém sido amplamente utilizadas.
Os equipamentos a laser sao alternativas para atingir caracteristicas menores em

tempos mais curtos.

2.5.3. Laminacao

O processo de laminacao é uma das etapas mais criticas para a construcéo
dos microssistemas analiticos. Esta etapa requer do analista uma maior atencdo
para evitar que se introduzam deformacdes na estrutura do microdispositivo, as
quais podem acarretar perdas de liquidos durante as medidas. Durante a etapa de

laminacéo as camadas de ceramicas devem estar perfeitamente alinhadas.

2.5.4. Sinterizacéao

A sinterizacao € o processo ao qual a ceramica passa a ter uma estrutura
rigida. Nesta etapa ocorre a volatilizacdo total dos compostos organicos presentes
na ceramica a uma temperatura de aproximadamente 350°C durante 30 minutos.
Em seguida, a temperatura é elevada a 850°C para que ocorra a interpenetracao da
alumina entre as camadas. Por fim ocorre o resfriamento da ceramica a 5°C min e

a eliminacdo do excesso de material ceramico.
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2.6. Miniaturizacdo de sistemas analiticos

A miniaturizacdo de sistemas analiticos, bem como em diversas outras
areas, se deu através da revolugdo dos componentes eletrénicos e na informatica
gue ocorreu na década de 60. Exemplos de avancgos tecnoldgicos podem ser vistos
facilmente nas televisdes, radios, computadores, discos rigido, etc. que estédo
comumente inseridos em nosso cotidiano. A miniaturizacdo tem despertado o

interesse em diversas areas, principalmente a quimica.

TERRY et al.5! desenvolveram o primeiro dispositivo analitico minaturizado.
Neste trabalho foi desenvolvido um microcromatografo construido em lamina circular
constituida de silicio de 5 cm. A ele foi inserido uma valvula de inje¢cdo e uma coluna
de separacédo de 1,5 m de comprimento. Apesar de terem obtido bons resultados,
esse microcromatdgrafo ndo foi bem aceito pela comunidade cientifica, devido a
falta de experiéncia tecnologica em métodos de separacdo. Isto fez com que as
pesquisas relacionadas em miniaturizacdo ficassem limitadas na década de 80 ao
desenvolvimento de outros componentes, como por exemplo, microbombas,

sensores e microvalvulas®2.

Um microssistema para cromatografia em fase liquida foi apresentado na
década de 90 por MANZ et al.53 e a esse microssistemas foi dado o nome de
microssistemas para analises totais (uTAS)**. Nesse trabalho foi fabricado um
cromatégrafo confeccionado em substrato de silicio, com dimensdes de 5x5 cm
contendo uma coluna tubular aberta com deteccdo condutimétrica e conexdes

externas para uma bomba de cromatografia liquida.

Com o desenvolvimento dos uTAS e dos componentes eletrénicos, tornou-
se possivel integrar ao sistema diversas etapas analiticas, a saber: pré-tratamento
da amostra, reacdes quimicas e técnica de separacdo em um Unico dispositivo>35°,
A idéia de inserir diversas etapas em um Uunico dispositivo tornou estes

microdispositivos conhecidos como laboratério em um chip (Lab-On-Chip — LOC)>%S.

Estes dispositivos apresentam, em geral, caracteristicas como baixo
consumo de reagentes e/ou amostras, facilidade de automacgédo de procedimentos
analiticos, integracdo de sensores oOpticos e/ou elétricos tornando-os ainda mais

atrativos pela sua portabilidade, podendo assim ser utilizados para analises em

14



campo.

Séo relatados e descritos na literatura diversas técnicas e materiais
utilizados no processo de microfabricacdo de dispositivos de analise quimica. Estas
técnicas baseiam-se em meétodos alternativos ou convencionais. Os métodos que
utilizam tecnologias convencionais necessitam de uma fonte energética para fazer a

transferéncia da imagem dos microcanais para o substrato®2.

Os processos que envolvem este tipo de microfabricagcdo sdo o0s mais
utilizados por apresentarem microestruturas com excelentes resolucdes e defini¢des.
Portanto, o custo de implementacdo em um laboratorio é bastante elevado, isto se
da pelo fato da necessidade de um ambiente quimicamente limpo, chapas de
aquecimento, estacdo fotolitografica® (por raios-X, feixes de elétrons ou com
radiacdo ultra violeta sdo as mais utilizadas), além de materiais de consumo tais

como, substrato de vidro, silicio, fotorresiste e quartzo.

Dentre os materiais utilizados no processo de microfabricagédo, os substratos
de silicio e silicatos, estdo entre os materiais mais utilizados. Isto se deve a algumas
caracteristicas encontradas nesses substratos, como por exemplo, as suas
propriedades fisico-quimicas. Porém os polimeros vém se tornando um atrativo para

a microfabricacéo devido ao seu baixo custo®.

No Brasil uma infra-estrutura desse tipo pode ser encontrada em um
Laboratério de Microfabricacdo (LMF) que esta localizado no Laboratério Nacional
de Luz Sincontron (LNLS) vinculado ao Ministério de Ciéncia e Tecnologia/CNPq em

Campinas/SP%°.

Uma alternativa de processos de microfabricacdo consiste na utilizacdo de
“‘ceramicas verdes”, assim denominadas por serem utilizadas em estado nao
sinterizado, denominado “em verde”. Isto faz com que nesse estado sejam

maleaveis, podendo ser moldadas através de um simples corte com uma tesoura.

2.7. Instrumentacédo para espectrofotometria UV-Vis

As medidas espectrofotométricas UV-Vis consistem na medida de
absorcdo molecular da radiacdo eletromagnética na regido de 180-700 nm. Os

principais componentes de um espectrofotbmetro sdo: fonte de radiagéo, sistema
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seletor de comprimento de onda, detector e indicador de sinal, esses serdo mais
detalhados nas préximas secgoes.

2.7.1. Fontes de radiacao

A variacdo na intensidade da radiacdo eletromagnética (REM) pode
acarretar erros significativos e prejudicar a confiabilidade dos resultados, por isso,
faz-se necessario uma fonte de radiacéo estabilizada. A fonte de radiacao deve ter
também poténcia suficiente para garantir satisfatéria luminosidade sobre a superficie

do detector.

As fontes de REM podem ser classificadas em: continuas (lampada de
tungsténio) e as fontes de linhas que sado aquelas que emitem em comprimentos de
onda especificos®. Além dessas, existem fontes alternativas de radiacéo
desenvolvidas com alta tecnologia como, por exemplo, o LASER (Ligth Amplification
by Stimulated Emission of Radiation) e diodos emissores de luz (Ligth Emmiting

Diodes) para a regido do visivel e infravermelho.

Estas fontes de radiacdo podem ser operadas em dois médulos, pulsado ou
continuo por meio de um sincronizador adequado. Sera enfatizado as fontes de
radiacdo a base de LED como fontes de REM por serem utilizados na construcéo do

equipamento proposto neste trabalho de doutorado.

2.7.1.1. Diodos emissores de luz

Os diodos emissores de luz (LEDs) s&o dispositivos semicondutores
eletroluminescentes usualmente adaptados em fotdmetros portateis como fonte de
radiacdo. Os LEDs sado caracterizados por possuirem uma jung¢ao p-n, onde p,

excesso e n, falta de elétrons na camada de valéncia.

Os LEDs apresentam REM praticamente monocromaticas, portanto com
larguras de banda de aproximadamente 20 nm, isto faz com que eles possam ser
utilizados como fonte de radiacdo em fotbmetros dispensando assim a utilizacdo de

seletores de comprimento de onda. Outro atrativo séo os tipos de LEDs que podem
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ser encontrados no comércio com altas intensidades de REM e em diversos
comprimentos de onda (regido ultravioleta ao infravermelho). Baixo custo, facilidade

de aquisicdo e manuseio sdo outras caracteristicas desses dispositivos.

2.7.2. Seletor de comprimento de onda

As fontes de radiacdo supracitadas, para serem utilizadas em fotdmetros ou
espectrofotometros, geralmente, necessitam ser a mais monocromatica possivel,
para evitar desvios da Lei de Lambert Beer. Para tal, sistemas seletores de
comprimento de onda a base de filtros ou monocromadores podem ser utilizados.
Dentre os seletores mais utilizados, pode-se destacar os monocromadores, que
podem ser a base de grades de difracdo, prismas ou redes hologréficas. Contudo,

S&0 0s principais responsaveis por encarecer diversos equipamentos comerciais.

2.7.3. Células de amostragem (cubetas)

Geralmente podem ser fabricados em materiais como, quartzo, vidro ou
plasticos transparentes, uma vez que as analises espectrofotométricas na regiao
UV-Vis convencionais sao realizadas no intervalo de comprimento de onda de 180-
700 nm. Normalmente sdo encontrados dois tipos de cubetas, as em fluxo e as em

bateladas

2.7.4. Principais caracteristicas dos fotodetectores

Como dito anteriormente, antes da REM chegar ao sistema de deteccéo é
necessario que se passe por um sistema seletor de comprimento de onda. Portanto,
no caso de fontes REM que utilizam LASER ou LED né&o ha a necessidade de tal
dispositivo seletor, visto que essas fontes de radiagdo serem praticamente

monocromaticas.

Atualmente existem diversos tipos de fotodetector ou fotossensor, a saber:

dispositivo foto-emissivo (fototubos e fotomultiplicadoras); dispositivos de jungéo p-n
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(fotodiodos e fototransistores); células foto-condutivas; células fotovoltdicas e

transdutores de transferéncia de carga CCD (Charge Injection Device).

A radiacdo emitida pela fonte REM interage com a amostra e atinge a
superficie foto-sensivel dos fototransdutores produzindo assim uma corrente no
canal emissor®l. Para terem aplicacGes analiticas, o foto-sensor deve apresentar
uma relacéo linear entre a intensidade da REM incidente sobre a sua superficie de

resposta e a corrente gerada no canal emissor do detector.

Outra caracteristica importante € a sensibilidade do foto-sensor. O mesmo

deve apresentar respostas rapidas, facilidade de amplificagc&o.

2.8. FotOmetros a base de LED

Existem na literatura diversos trabalhos que utilizam diodos emissores
de luz como fonte de radiacdo®®’. A utilizacdo de LED e fotodiodos ou

fototransistores possibilitam a miniaturizacdo do sistema de deteccéao.

da SILVA et al%? desenvolveram uma instrumentacdo para a
determinacdo fotométrica do fluxo eletrosmético em um dispositivo microfluidico. O
sistema proposto consiste em um microscopio trinocular acoplado a um fotodiodo

integrado OPT101 e um LED de alta intensidade como fonte de radiacao.

FERNANDES et al.%* desenvolveram um procedimento em fluxo para a
determinacdo de selénio em aguas completamente mecanizado empregando um
fotbmetro construido a base de LED e mini-bombas como unidade de propulséo
fluidica. O sistema proposto baseia-se na reacao do selénio com iodeto de potassio
em meio acido para liberar iodo. O iodo formado oxida a azul de variamina formando
um complexo violeta que apresenta maxima absor¢cdo em 530 nm. A curva analitica
apresentou uma faixa linear de 0,010 a 0,500 mg L. Um limite de deteccédo de
0,004 mg L%, desvios padrdo relativo menor que 1,8% (n = 4) e frequéncia de

amostragem de 23 determinacgdes por hora foram obtidos.

GAIAO et al.’5 desenvolveram um fotdbmetro a base de LED

microcontrolado para analises “screening” de gasolina. Nesse trabalho foi utilizado
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um LED infravermelho como fonte de radiacdo e um fotoresistor de PbSe como
detector.

Um fotdmetro multi-LED microcontrolado, portatil e de baixo custo foi
proposto por GAIAO et al.%8, O fotdmetro desenvolvido era composto por seis LEDs
(violeta, azul, verde, amarelo, laranja, e vermelho) como fonte de radiacdo e um
fototransistor, com boa relacdo sinal/ruido, para aquisicdo dos sinais gerados. Os
parametros de desempenho do fotdbmetro foram avaliados na determinacdo de

xaropes ferrosos e andlises bioguimicas.

A utlizacdo de fotbmetros que empregam LEDs como fonte de
radiacdo e fototransistores ou fotodiodos como sistema de deteccdo acoplada a
analisadores em fluxo apresentam, em geral, as seguintes caracteristicas:
miniaturizacdo do sistema, baixo custo, elevada frequéncia de amostragem, boa

estabilidade e precisbes nas medidas.

2.9. Farmacos estudados

Para este trabalho foram escolhidos cinco farmacos com o objetivo de se
avaliar o desempenho analitico do minifotbmetro acoplado ao microssistema
analitico (LTCC) utilizando reatores em fase soélida e sistemas em fluxo proposto
nesse trabalho de doutorado. Os farmacos estudados foram: N-acetilcisteina (NAC),

captopril (CAP), &cido ascorbico (AAc), adrenalina (ADN) e dopamina (DPN).

2.9.1. N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) e captoril (CAP) sdo compostos tioliticos
amplamente utilizados em formulagcdes farmacéuticas, que possuem em suas
estruturas um grupo tiol. Os grupos tidis encontrados nestes farmacos

desempenham func¢des importantes nos sistemas biol6gicos®7°,

A NAC, FIGURA 2.3, € um agente mucolitico aplicado em doencas

obstrutivas e congestivas pulmonares, além de um poderoso antioxidante®®:79,
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FIGURA 2.3. Estrutura molecular da N-acetilcisteina.

Existe na literatura diversos procedimentos analiticos para a determinacao
de NAC em formula¢des farmacéuticas que utilizam diferentes técnicas de deteccéo,
dentre elas podem-se destacar. potenciométricas’>’?, condutimétricas’®’4,
voltamétricas®%7576, turbidimétricas’’, espectrofotométricas’®8%, cromatograficas de

alta eficiéncia®!.

O uso de analisadores em fluxo associado a estas técnicas sdo amplamente
utilizados, com a intencdo de superar algumas limitacbes tais como: baixa
frequéncia de amostragem, elevados consumos de amostras e/ou reagentes entre

outros.

Existem na literatura poucos trabalhos que utilizam procedimentos
espectrofotométricos em fluxo para a determinacdo deste analito. A seguir serdo
relatados alguns trabalhos que utilizam técnicas espectrofotométricas e analisadores

em fluxo para a determinacao de NAC.

SUAREZ et al.’/ propuseram um procedimento analitico para a
determinacdo espectrofotométrica de NAC utilizando um reator em fase sdlida.
Nesse trabalho uma aliquota de 400 uL de NAC, dissolvida em agua, foi injetada em
uma solucdo transportadora (borato de sédio 1,0 x 102 mol L1) e em seguida
transportada em dire¢cdo a um RFS (7,0 cm de comprimento por 2,0 cm de diametro)
contendo fosfato de zinco imobilizado em uma resina de poliéster. Essa reacdo
libera ions zinco (II) que complexa com a NAC e o produto formado foi monitorado
espectrofotometricamente em 540 nm. Uma faixa linear de trabalho de 3,0 x 10° a
1,5 x 10* mol L* com limite de deteccdo de 8,0 x 10®* mol L e desvio padrédo

relativo menores que 0,5% (n=10) foram obtidos. Com esse analisador em fluxo foi
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possivel determinar 60 amostras por hora a um nivel de confianca de 95%.

VIEIRA e FATIBELLO-FILHO' desenvolveram um procedimento indireto
para a determinacdo de NAC em formulac¢des farmacéuticas. O método baseou-se
na oxidacdo da NAC pelo Cério (V). A solucéo de Cério (IV) age como um reagente
oxidante e a solugéo de ferroina como reagente cromogénico. Com esse analisador
uma faixa linear de trabalho de 6,5 x 10® a 1,3 x 10 mol L, limite de deteccédo de
5,0 x 10% mol L* e uma frequéncia de amostragem de 60 determinacGes por hora

foram obtidos.

Um procedimento em fluxo para a determinacdo de N-acetil-L-cisteina e
captopril em formulagcGes farmacéuticas foi desenvolvido por CHAGAS et al.82. O
procedimento proposto consiste na reagcdo com radical iminoquinona produzido pela
oxidagdo de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina em meio acido. A faixa linear de trabalho
de 2,5 a 90 e 5,0 a 50 mg L para NAC e CAP, respectivamente. Os limites de
deteccdo alcancados foram de 0,2 e 1,8 mg L e desvios padrédo relativos (n=10)
obtidos formam inferiores a 2,0% O procedimento foi aplicado a amostras comerciais
de NAC e CAP e os resultados obtidos foram concordantes com os métodos de

referéncia para 95% de confiabilidade.

2.9.1.1. Métodos de Referéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € recomenda pela
Farmacopéia Americana®. Nessa técnica uma solucdo de bissulfito de soédio é
utiizado como padrdo interno e a determinacdo de NAC ¢é medida

espectrofotometricamente em 214 nm.

A Farmacopéia Brasileira® recomenda a titulacdo potenciométrica
utilizando nitrato de mercurio (II) como titulante, um eletrodo indicador de ouro e um

eletrodo de calomelano como eletrodo de referéncia.

2.9.2. Captopril

O captopril € um inibidor da enzima conversora de angiotensina,
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amplamente utilizada para tratar doencas de hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
congestiva®®. A férmula estrutural do captopril é apresentada na FIGURA 2.4.

CH3
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: OH
FIGURA 2.4. Férmula estrutural do captopril.

Existem na literatura diversos métodos para a determinacdo de
captopril em diferentes matrizes. Dentre estes métodos podem se destacar 0s
espectrofotométrico86-8°, guimiluminescéncia®-?, amperométrico®?,

cromatograficos®?, condutométrico®, entre outros.

A seguir serdo relatados alguns trabalhos desenvolvidos para a

determinacao espectrofotométrica de captopril utilizando analisadores em fluxo.

SANCHEZ et al.®> desenvolveram um procedimento analitico utilizando
um analisador em fluxo multicomutado para a determinacdo de captopril em
formulagbes farmacéuticas. O método proposto consiste na reducdo do Cu (ll) a Cu
() pela acdo do farmaco e posterior complexacdo do Cu(l) com 4,4—dicarboxi-2,2-
biquinolina e o produto dessa reacdo foi monitorado em 562 nm. O método
apresentou uma faixa linear de 25,0-300,0 x 10°® mol L para captopril com limite de
deteccdo 7,0 x 10® mol L?! com 99,7% de confianca. Uma frequéncia de
amostragem de 47 determinacdes por hora foi alcangcada com um desvio padrao
relativo nas medicdes de 2,2% a um nivel de confiangca de 95%.

SUAREZ et al.®” desenvolveram um analisador por injecéo em fluxo, simples
e rapido, para a determinacdo espectrofotométrica de captoprii em produtos
farmacéuticos utilizando um reator em fase soélida contendo cloranilato de prata
imobilizada em uma resina de poliéster. Esse método explora a formacgéao de um sal
insolavel formado da reagcdo Ag (l) e captopril no reator em fase soélida liberando o

anion cloranilato na solucdo. Esses anions ao reagirem com o0s ions férricos
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produzem um complexo que possui maxima absor¢cdo em 528 nm. O método
proposto apresentou 0s seguintes parametros de desempenho analitico: faixa linear
de concentragdo de 1,0 x 10° a 5,0 x 10 mol L' com limite de deteccéo 8,0 x 10
mol L, desvio padrédo relativo de 0,35% (n=10) e uma frequéncia analitica de 70
determinacdes por hora. O método entéo foi aplicado na determinacao do analito em
formulagBes farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados com o método

potenciométrico.

Um analisador por injecdo em fluxo simples, rapido e de baixo custo foi
proposto por SCHMIDT JR. et al.%. O procedimento baseia-se na formacdo de
triiodeto o qual é consumido na presenca do analito e o produto formado medido
espectrofotometricamente em 350 nm. O método apresentou uma faixa linear de 5,0
a 200,0 x 10 mol L't e um limite de deteccgdo de 1,0 x 10® mol LX. O coeficiente de
variacdo (n = 20) de 1,2% e uma frequéncia de 72 determinacdes por hora foi obtido
e o0s resultados mostraram-se concordantes quando comparado com o método
indicado pela Farmacopéia Americana a um nivel de confianca de 95%. O consumo
de reagentes foi estimado em 18 ug KMnO4 e 10 mg de Kl para cada determinacao,

estimando-se assim um custo de US$ 2,50 para 1000 determinagdes.

TZANAVARAS et al.®” desenvolveram dois analisadores por injecdo em
fluxo e por injecdo sequencial para a determinacdo espectrofotométrica de captopril
baseado na oxidacdo do Fe(lll) pelo reagente 2,2-dipiridil-2-piridilhidrazona em meio
acido. O produto dessa reacdo é medido espectrofotometricamente em 535 nm.
Uma faixa linear de trabalho de 7,0 a 1000 mg L™, limite de deteccéo 4,0 e 70,0 mg
Ll para os analisadores FIA e SIA, respectivamente, forma obtidos. Um desvio
padrao de 0,8 e 1,2% e 120 e 60 determinacdes por hora em ambos analisadores foi
alcancado e o método proposto foi aplicado em amostras farmacéuticas e os
resultados foram concordantes quando comparados com o método de referéncia
(HPLC).

2.9.2.1. Método de Referéncia

O meétodo de referéncia para a determinacdo de captopril, segundo a

Farmacopéia Americana®® é o método iodimétrico.
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2.9.3. Acido Ascorbico (AAc)

O acido L-ascorbico (vitamina C) é um importante antioxidante soluvel
em 4agua presente em sistemas quimicos e biolégicos. Est4 presente em frutas e
vegetais e € uma vitamina indispensavel para a saude humana. A deficiéncia desta
vitamina no organismo humano pode ocasionar: inflamacéo das gengivas, dores nas

articulacbes e problemas com cicatrizacao.

O AAc é comumente utilizado como complemento em dietas com
deficiéncia dessa vitamina. A FIGURA 2.5 apresenta a formula estrutural do acido L-

ascorbico.
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FIGURA 2.5. Formula estrutural do acido L-ascoérbico.

Além disso, acido L-ascorbico tem um papel essencial como cofator
enzimatico para a sintese de moléculas biologicamente importantes, como o
colageno, catecolaminas, mielina e peptideos neuroenddcrinos, e funciona como um
destruidor de radicais livres em sistemas bioldgicos por hidrogénio transferéncia de

atomo.

PAIM et al.®® propuseram um método automatizado para determinagao
espectrofotométrica de acido ascérbico em farmacos empregando sistema de
amostragem binaria. A reacdo € baseada na destruicdo do complexo tiocianato de
ferro (lll) pelo acido ascérbico, a viabilidade do método foi verificada empregando
uma faixa de massa de amostra de 0,0018 até 0,0180 g. Os resultados obtidos
foram concordantes com o método de referéncia, com um desvio padrdo de 1,5%

(n=7) e uma frequéncia analitica de 120 determinagdes por hora.

PEREIRA et al.l® desenvolveram um procedimento para determinagédo

espectrofotométrica de acido ascorbico em formulagdes farmacéuticas empregando
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um sistema por injecdo em fluxo. Os autores realizaram um estudo de estabilidade e
reprodutibilidade empregando um reator de fase sélida contendo fosfato de cobre (I1)
imobilizado em uma resina de poliéster. A determinacao foi realizada pela reducéo
do ion Cu (Il) a Cu (I), e o transporte da fase liquida se deu com uma solucéo de
tampao acetato (pH 4,5) e deteccao foi realizada do produto da reagéo entre Cu (I) e
batocuproina em 480 nm. A faixa linear do trabalho foi de 5,0 x 10°® mol L a 4,0 x
10°° mol L2, com um limite de deteccdo de 3,0 x 107 mol L* e uma frequéncia

analitica de 80 determinacgdes por hora.

MONAKHOVA et al.191 aplicaram o algoritmo de analises de componentes
independentes para determinacdo de vitaminas em misturas complexas. A analise
era baseada na decomposicdo do espectro na regido ultravioleta. Os autores
realizaram uma comparacao entre o algoritmo empregado neste trabalho com outros
ja estabelecidos na literatura como MCR-ALS, SIMPLISMA entre outros e
observaram que os resultados indicaram que o algoritmo proposto pode ser
comparavel com os outros. Estudaram também a influéncia de varios fatores como:
abundéancia do composto, ruido entre outros, e 0 método proposto foi aplicado para
andlise de mistura modelo e amostras reais tais como: bebidas energéticas,

suplementos alimentares e drogas multivitaminicas.

CHEN et al.l92 desenvolveram um procedimento para determinacdo
guimiluminescente de &cido ascérbico em soro humano com base no sistema
perdxido de hidrogénio-carbonato de sodio. Foram realizadas algumas otimizacdes
de alguns parametros como: vazao do fluxo, pH e tamanho de particulas. A faixa
linear de trabalho foi de 1,0 x 107 a 1,0 x 10* mol L%, com limite de deteccéo de 6,7

x 10 mol L! e as recuperagfes em amostras reais variaram de 83 a 111%.

2.9.3.1. Método de Referéncia

O método de referéncia para a determinagdo de AAc preconizado pela
Farmacopéia Americana USP83. Baseia-se na titulagdo do farmaco com uma solugéo

de iodo.
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2.9.4. Adrenalina

A adrenalina (ADN) é um horménio derivado da modificacdo de um
aminoécido aromatico (tirosina) e desempenha um papel importante na fisiologia
como um neurotransmissor do sistema nervoso central®®, A FIGURA 2.6 mostra sua

formula estrutural.

H CH,

T

HO NH

HO
OH

FIGURA 2.6. Formula estrutural da adrenalina.

NEVADO et al.1%4, desenvolveram um método de injecdo em fluxo para
determinacdo espectrofotométrica de adrenalina e dopamina, empregando uma
solucdo de hidroxido de sédio. As medidas espectrofotométricas foram realizadas
em 390 nm, com limite de quantificacdo de 2,5 x 10 mol L* para dopamina e 3,3 x
10% mol L* para adrenalina, apresentando uma frequéncia analitica de 130

determinacdes por hora.

TEIXEIRA et al.t% propuseram um método de injecdo em fluxo para
determinacdo espectrofotométrica de adrenalina em formulacdes farmacéuticas,
empregando um reator em fase soélida contendo diéxido de chumbo (1V) imobilizado
em uma resina de poliéster. A adrenalina em tampao fosfato reagia com o reator em
fase solida contendo chumbo (PbO2), gerando adrenocromo como produto que foi
monitorado continuamente em 416 nm. A faixa linear de trabalho foi de 0,1 a 0,8
mmol L1 com a obtencdo de um limite de deteccdo de 8 x 10° mmol L e uma
recuperacdo de 96,5 — 105%, apresentando uma frequéncia analitica de 130

determinacdes por hora.
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PALOP et al.l% desenvolveram um sistema em fluxo para
determinacdo simultdnea de adrenalina e noradrenalina em amostras sintéticas,
utilizando oxigénio molecular para oxidacdo dos farmacos, e posterior determinacao
fluorimétrica. A oxidacdo de adrenalina resulta na formacdo de um composto com
estrutura indefinida, e apresenta uma reacdo complexa. O monitoramento da
adrenalina foi em 450 nm e a quantidade de ambas as espécies em 520 nm,
verificaram que a temperatura influenciava e por isso foi fixada em 55°C, atravées de
uma imerséo do loop da amostra em um banho-maria. A faixa linear de trabalho para
adrenalina foi de 0,5 a 2,0 pg mL?, com limite de deteccdo de 0,2 pg mL* para
ambas as espécies.

ABDULRAHMAN et al.197 propuseram um método de injecdo em fluxo
para determinacdo espectrofotométrica de algumas catecolaminas, entre elas a
adrenalina. A reacdo do método se baseava na oxidacao das catecolaminas com p-
toluidina e periodato de sodio, formando um produto de coloracdo alaranjada soluvel
em agua com absorbancia maxima em 480 nm. A faixa linear de trabalho foi de 5 a
70 ug mLt, com limite de deteccéo de 0,7 ug mL, apresentando também uma boa

precisao e exatiddo na determinacéo das catecolaminas.

2.9.4.1. Método de Referéncia

Dois métodos de referéncia sdo propostos pela Farmacopéia
Americana USP% (volumétrico e espectrofotométrico) para a determinacdo de
adrenalina em formulacdes farmacéuticas. O método utilizado como de referéncia

neste trabalho foi o espectrofotométrico.

2.9.5. Dopamina

A dopamina € um neurotransmissor, precursor natural da adrenalina e da
noradrenalina, tem como principal funcdo a atividade estimulante do sistema
nervoso central. A deficiéncia deste neurotransmissor esta associada ao Mal de

Parkinson®. A sua formula estrutural é representada na Figura 2.9.5.
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FIGURA 2.7. Férmula estrutural da dopamina.

XU et al.1%° propuseram um método direto de analises por injecao em
fluxo quimioluminescente para a determinagdo de dopamina em farmacos. O método
baseia-se na intensificacdo da reacdo da dopamina com Ag(lll) em solucéo alcalina.
O sistema proposto apresentou faixa linear de 1,0 x 102° a 1,0 x 10 mol L%, limite
de deteccéo de 3,0 x 10! mol L* e um desvio padrao relativo de 2,3% (n = 13) para

uma concentracéo 1,0 x 10 mol L* de dopamina.

LUPETTI et al.l® desenvolveram um sistema FIA com zonas
coalescentes para determinacédo de dopamina empregando um extrato vegetal como
fonte enzimética de polifenol oxidase. Neste sistema, a amostra era injetada
simultaneamente com a polifenol oxidase ocorrendo a formacdo de

dopaminaquinona que foi monitorada espectrofotometricamente em 466 nm.

NALEWAJKO et al.''! propuseram um método por injecdo em fluxo
para determinacdo de dopamina baseada na inibicdo da intensidade
quimiluminescente com luminol-hexacianoferrato (Ill) em meio basico. Os autores
obtiveram duas faixas linear de trabalho que foram de 30 a 100 pg L* e 400 a 3000
ug L1, com um desvio padréo relativo de 2,32 % para 70 ug Lt e 1,22% para 1500
ug L de dopamina (n=20). O limite de deteccéo foi de 5 ug L apresentando uma

frequéncia analitica de 135 amostras por hora.

MOGHADAM et al.112 desenvolveram um método espectrofotométrico
para determinagdo simultdnea de acido ascoérbico, acido Urico e dopamina em
amostras de soro e urina. O método baseava-se na diferenca cinética da reagéo dos
analitos com o agente oxidante (tris 1,10 — fenantrolina) e complexo com ferro (II)
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[Fe(phen)s]** em pH 4.4. Os dados obtidos foram tratados por métodos
quimiométricos como minimos quadrados parciais e rede neural, a selecdo do
melhor método quimiométrico foi realizada através da predicao, teste t randomizado,
validacdo cruzada e randomizacdo Y. Os resultados mostraram que o método de
rede neural foi mais eficiente do que os outros métodos quimiométricos. Todos os
fatores que afetam as condi¢cbes experimentais foram investigados e melhor faixa de
trabalho para acido ascorbico, acido urico e dopamina foram 4,3 a 74,1, 4,3 — 78,3, e

2,0 — 33,0 umol L1, respectivamente.

2.9.5.1. Método de Referéncia

A Farmacopéia Americana USSP indica a determinacdo de dopamina
em solucdes injetaveis por cromatografia liquida com detec¢do espectrofotométrica
em 280 nm utilizando uma coluna de aco inoxidavel empacotada com octilsilano

ligado a particulas de silica porosa.
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CAPITULO 111

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Desenvolver um minifotdmetro lab-made a base de LED-RGB como
fonte de radiacdo monocromatica e fotodiodo como sistema de deteccéo acoplado a
um microssistema analitico construido com tecnologia LTCC e de métodos
automatizados de andlises utilizando reatores em fase sélida para determinar

analitos de interesse farmacéutico.

3.2. Objetivos especificos

e Construir um minifotdmetro com uma célula de fluxo baseada em um
dispositivo LTCC acoplado a um LED-RGB como fonte de radiagcdo e um
fotodiodo (FD) como detector. Permitindo medidas fotométricas com maximos
de emissdo em 472, 525 e 640 nm;

e Desenvolver um software de controle do sistema, aquisicdo e tratamento dos
dados gerados pelo detector;

e Desenvolver um acionador de valvulas para controle de abertura e

fechamento das valvulas solendides;
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CAPITULO IV

4. Parte Experimental

4.1. Solucdes padréo, reagentes e amostras

Para o preparo das solucdes padrédo e amostras foram utilizados reagentes
quimicos de grau analitico das marcas MERCK, SIGMA, SYNTH, QUEMIS e
BAYER. A &gua utilizada nos preparos dessas solucdes foi sempre destilada e
purificada em sistema Mili-Q da Millipore® com resistividade maior ou igual a18 MQ

cm.

4.2. Materiais e Equipamentos

4.2.1. Balanca Analitica

As medidas de massas foram realizadas através de uma balanca analitica

Mettler, modelo H10 com preciséao de + 0,1mg.

4.2.2. pHmetro

As medidas de pH das solucdes foram realizadas usando-se um pHmetro
Orion modelo EA 940 com um eletrodo de vidro combinado a base de Ag/AgCl

contendo uma solugédo de KCI 3,0 mol L.

4.2.3. Bomba peristaltica

Uma bomba peristaltica (BP), da marca Ismatec®, modelo ISM 931 com

12 canais foi utilizada para propulsionar os fluidos no sistema analitico, com o
33



controle digital de direcdo e velocidade (RPM) sendo controlada através da porta
serial RS232 do microcomputador por meio de um programa escrito em linguagem
visual LabView® 7.0 da National Instruments. Foram empregados tubos e conexdes
de polietileno com diametro interno de 0,8 mm para confeccdo das alcas de

amostragem e linhas de conducé&o dos fluidos.

4.2.4. Injetor comutador

O injetor comutador (IC), construido em acrilico, foi utilizado nas
determinacdes de N-acetilcisteina (NAC) e captopril (CAP) como sistema de
introducdo das solucdes de referéncia, amostras e reagentes no sistema em fluxo
proposto. Os demais analitos foram determinados utilizando valvulas solendides de
trés vias empregando um acionador de valvulas acoplado a uma interface USB-6008

e gerenciado pelo software escrito em LabView®.

4.2.5. Espectrofotdmetro

Um espectrofotometro da Ocean-Optics, modelo USB 2000, foi
utilizado para registrar os espectros de emissao dos LEDs.

4.2.6. Minifotdbmetro em fluxo a base de LED tricolor

O minifotdmetro Lab-made proposto foi utilizando juntamente com o LTCC,
diodo emissor de luz tricolor de alta intensidade (LED — RGB) como maximo de
emissao nos comprimentos de onda 472, 525 e 640 nm como fonte de radiagdo e
um fotodiodo como detector. Os comprimentos de onda de emissdo do LED-RGB
foram avaliados utilizando o espectrofotometro comercial da Ocean Optics. Na
FIGURA 4.1 sdo mostrados os espectros de emissdo do LED-RGB utilizado neste

trabalho.
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FIGURA 4.1. Os comprimentos de onda de maxima emissao (Amax.) foram 472 nm,
525 nm e 640 nm, respectivamente. As larguras de banda (A12) foram de 20 nm, 30
nm e 20 nm respectivamente.

O sensor TSLB257 tem incorporado um fotodiodo e um amplificador de
transimpedancia em um Unico monolitico CMOS (complementary metal-oxide
semiconductor). Este sensor apresenta uma ampla faixa de resposta na regido de
comprimento de onda entre 370 a 600 nm, com maxima sensibilidade em 470 nm. A
FIGURA 4.2. apresenta as curvas de resposta para o sensor fornecidos pelo
fabricante. O sensor TSLB257 foi utilizado, uma vez que os experimentos realizados
nesse trabalho envolviam os comprimentos de onda de 470 nm e 525 nm. No caso
de utilizar medidas em outros comprimentos de onda, 0s outros sensores da série
podem ser utilizados e substituidos no fotdmetro com facilidade. O TSLB257 tem um
amplificador de transimpedancia interno de 320 MQ, fornecendo elevado ganho ao
sensor, além de um baixo nivel de ruido (4 mV) e um baixo consumo de corrente de
10 mA. O sensor e o LED foram conectados a interface, e a resposta analdgica foi
convertida para um sinal digital através do conversor A/D (anal6gico/ digital) com 10
bits de resolucdo, o que permite obter sinais com no minimo 4,88 mV. Um desenho

do sensor é mostrado na FIGURA 4.3.
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FIGURA 4.2. Curva de resposta do sensor em funcdo do comprimento de onda do
feixe de radiacao incidente para uma série de sensores da familia TSL. O sensor
TSLB257 é aquele que foi empregado neste trabalho, pois os comprimentos de onda
empregados foram em 470 e 525 nm?1%3,

FIGURA 4.3. Representacao do sensor utilizado. Com 1 =GND, 2=Vcc (5V)e 3=
saida.

Nas FIGURAS 4.4 e 4.5 sdo mostrados o layout do circuito elétrico do
fotbmetro controlado pela interface USB (chaves A, B e C) e a verséao final do

circuito impresso do fotdbmetro com a disposicao fisica de seus componentes.
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FIGURA 4.4. Layout do circuito elétrico do fotdmetro desenvolvido. GND = terra,
RGB-LED = LED tricolor com emissédo de radiacdo na regido do vermelho (RED),
verde (Green) e azul (Blue).
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FIGURA 4.5. Circuito impresso do fotdbmetro desenvolvido. IF = interface, F = fonte
de alimentacdo, GND = terra, R = red, G = green, B = blue, OP = amplificador
operacional, e ganho é o potencibmetro necessario para amplificar o sinal de
potencial (V) gerado. As dimensdes do minifotdmetro sdo: 4,0 x 4,0 cm.

Um filtro eletrbnico (composto por resistores, um capacitor de 4,8 uF),
um amplificador operacional (OP 07) e potencidmetros de 5 kQ foram usados para

controlar a intensidade do feixe de radiagdo emitida pelo LED. A alimentagdo do

37



LED foi realizada pela propria interface USB, com a aplicacdo de um potencial de 5
V e uma corrente elétrica de 7,2 mA (configuracdo padréo da interface).

Na FIGURA 4.6 é mostrado o acoplamento do LED ao LTCC e alguns

outros detalhes do sistema em fluxo desenvolvido.

SF

LTC ‘)

MC

FONTE |

FIGURA 4.6. Diagrama esquemético do sistema de analise proposto.SF = sistema
em fluxo, PD (fotodiodo), AO = amplificador operacional, MC = microcomputador, IF
= interface.

A luz emitida pelo LED ira transpassar o caminho 6ptico do LTCC e
incidir4 sobre o fotodetecor (FD). O sinal gerado pelo fotodiodo sera registrado pela
porta analégica/digital (A/D) da interface e o seu valor sera apresentado na tela do
computador. Ratificando que a interface acoplada ao microcomputador ira controlar
0 acionamento do sensor, os trés canais do LED-RGB, além da aquisicdo e
processamento do sinal analégico obtido, empregando o software desenvolvido em
Labview®.

O LTCC atuard como dispositivo de amostragem de solugdes. As
solucdes serdo conduzidas até o LTCC com o auxilio de um sistema em fluxo. O
sistema em fluxo € controlado pela interface, a qual envia determinados pulsos de

tensdo e corrente necessarios para acionar as devidas valvulas solendides. Dessa
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forma, enviando amostras e reagentes no percurso analitico conforme a ilustragédo
da FIGURA 4.6.

4.2.7. Construcédo do acionador de valvulas

Um acionador de valvulas (AV), que funciona como um driver de
corrente foi desenvolvido para o controle de abertura e fechamento das valvulas
solendides através de um sinal digital enviado por um programa desenvolvido para
este fim. As valvulas solendides s@o acionadas a partir do nivel logico (I/O) de um
dos bits enviados pela interface através do programa. O circuito de acionamento é
ativado ao receber um bit em suas entradas, este bit ativa o driver de corrente
enviando um pulso elétrico de 12 V. O programa de controle escrito em Labview®,
permite tanto o acionamento das valvulas quanto a aquisicdo e tratamento dos
dados gerados pelo sistema Optico descrito anteriormente. A mesma interface
comercial NI USB-6008 foi utilizada para os fins citados acima. A FIGURA 4.7

mostra o circuito eletrbnico do acionador de valvulas desenvolvido.

+12V
1R

i
‘ LED
L
LARGA 1N4007 Tﬂﬂﬂ uF  [1470R

+5 1M4001
4K7
uJ_L- ﬁ — K TIP 122

4K7

FIGURA 4.7. Circuito eletrbnico do acionador de valvulas solendides.

Uma fotografia do acionador de valvula em pleno funcionamento é
apresentado na FIGURA 4.8.

39



FIGURA 4.8. Acionador de valvulas com 4 destas sendo acionadas
simultaneamente. Um total de 7 valvulas podem ser acionadas.

4.2.8. Construcao do software de aquisi¢cao de dados e controle

Para controle e aquisicdo dos sinais analiticos, um software escrito em
linguagem gréfica visual LabView® foi desenvolvido. Este software apresenta uma

interface amigavel, como pode ser observado na FIGURA 4.9.
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FIGURA 4.9. Interface gréafica do programa desenvolvido.

O software foi desenvolvido para controlar as etapas operacionais do
sistema desenvolvido, tais como: tempo de abertura e fechamento das valvulas,
aquisicdo dos dados através da interface e tratamento dos sinais. Além disso, um
filtro virtual foi desenvolvido para remover qualquer espécie de ruido oriundo do

circuito eletrénico do fotbmetro e/ou da interface USB.

Através do painel principal o analista pode receber orientacbes e
acompanhar todo o processo da analise por meio de caixas de diadlogo, além de
poder controlar todos os paradmetros do sistema, facilitando as etapas de otimizagéo.
Os dados séo visualizados por meio de graficos e sdo armazenados na forma de
arquivos de texto (.txt). Ao acessar o painel principal do software, Figura 4.9, o

analista escolhe as valvulas e o tempo de abertura para cada uma delas.

Como os volumes adicionados na camara de mistura sao diretamente
proporcionais ao tempo de abertura das valvulas, e estes volumes variam de acordo
com a vazdo utilizada em cada canal, todo o procedimento do analisador
automatizado sera descrito aplicando o tempo de acionamento das respectivas
valvulas ao invés de volume. Como o programa é robusto, este foi empregado em

todas as aplicagOes desenvolvidas neste trabalho e nos demais projetos do grupo.
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4.2.9. Configuracao do analisador em fluxo desenvolvido

O analisador utilizado neste projeto é composto por: bomba peristéltica; tubos
e conex0des; injetor comutador ou valvulas solendides; acionador de valvulas;
camara de mistura; minifotdmetro. A configuracdo do analisador pode ser observada
no diagrama das FIGURAS 4.10 e 4.11.

FIGURA 4.10. Fotografia do sistema completo.
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FIGURA 4.11. Fotografia do minifotdmetro desenvolvido. O circuito eletrénico do
minifotdbmetro foi acondicionado em uma caixa, contendo o LED, o fotodiodo, o
LTCC e os tubos de entrada e saida dos fluidos.

4.2.10. Construcdo do microssistema construido com tecnologia
LTCC

A tecnologia LTCC#52114 @& empregada atualmente como uma
alternativa a outros tipos de substratos para a construcdo de microdispositivos
analiticos. O processo de fabricagdo envolve o uso de cerdmicas, denominadas
verdes, pelo fato de estarem nao sinterizada, como principal matéria-prima. Nesta
fase, sdo maleaveis podendo assim, serem cortadas com uma tesoura ou estilete

em uma etapa que pode facilmente ser automatizada.

As laminas podem ser sobrepostas em camadas de forma a produzir
estruturas tridimensionais com os mais diferentes tipos de arranjos internos o que
faz com que esta tecnologia possibilite a construcdo de estruturas complexas dando
ao analista mais flexibilidade na construcdo dos microssistemas analiticos. Séo
basicamente quatro etapas envolvidas no processo de fabricacdo: desenho do
microssistema analitico; corte; laminacgao e sinterizacdo das ceramicas. Estas etapas
foram desenvolvidas na Universidade Autbnoma de Barcelona (UAB) no Grupo de
Sensors & Biossensors coordenado pelo Prof. Dr. Julian Alonso. As descricbes das

etapas serdo melhores descritas a seguir.
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Desenho do microssistema analitico

Neste trabalho optou-se pelo software AUTOCAD para o desenho das
camadas. Como o processo de fabricacao consiste na sobreposicdo de camadas de
ceramicas faz-se necesséario que um desenho especifico para cada camada de
modo que ao serem sobrepostas sigam a ordem adequada para se obter a

configuracéo final do microssistema analitico proposto.

Corte das ceramicas??®

Apos o desenho das camadas no programa CAD, foram realizados os
cortes das ceramicas utilizando-se um equipamento a laser (Protolaser®)
representado na FIGURA 4.12.

FIGURA 4.12. Equipamento a laser para o corte das ceramicas verdes.

As ceramicas utilizadas na construcdo do microssistema analitico
foram a Dupont 951AX que sdo compostas de 45% de Al20O3 (alumina), 40% de vidro
e 15% de compostos organicos (solventes, plasticizer e binder). Algumas

caracteristicas desta ceramicas estéo representadas na TABELA 4.1.
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TABELA 4.1. Propriedades fisicas e elétricas da ceramica Dupont 951AX

Densidade 3,1 g/cm3
Condutividade térmica 3,3 W/mK
Rugosidade superficial < 0,34 um
Resisténcia de isolamento (100VDC) > 1012 Q
Espessura 254 + 13 um
Encolhimento no eixo x-y 12,7+ 0,3 %
Encolhimento no eixo z 15+ 0,5%

Laminagdo das ceramicas®®

A etapa de laminacdo é uma das etapas mais importantes no

desenvolvimento do microssistema analitico. Durante esta etapa as camadas de

ceramicas sao sobrepostas umas sobre as outras de forma que figuem

perfeitamente alinhadas evitando assim possiveis falhas que possam vir a provocar

a ma formacdo dos microcanais internos podendo ocasionar perdas das solucfes

por vazamento, etc.

Foi utilizada, neste trabalho, uma prensa hidraulica, FIGURA 4.13,

(Talleres Francisco Camps, S.A., Granollers,

Espanha) com dois pratos de

aguecimento feitos de 250 mm x 150 mm que permitem aplicar ao sistema uma

pressdo de até 420 kg/cm?.
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FIGURA 4.13. Prensa hidraulica para a laminacao das ceramicas.

A técnica utilizada na laminacdo do microssistema analitico esta
baseada em aplicar uma pressao no microssistema, através da prensa hidraulica, a

uma temperatura de 100°C durante 1 minuto. Esta técnica é conhecida como

termocompressédo e tempos maiores podem levar a deformacéo no microssistema.

Sinterizacdo das ceramicas?®®®

Depois que a ceramica € laminada e prensada retira-se 0 excesso de
material ceramico para um melhor acabamento do microssistema antes de leva-lo a
etapa de sinterizacdo. A retirada do excesso do material pode ser realizada através

de uma fresadora ou até mesmo com lixas.

Para a sinterizacao foi utilizado um forno (Carbolite CBCWF11/23P16)

com atmosfera de ar que pode chegar a temperaturas de até 1100°C.

A rampa de aquecimento utilizada na sinterizacdo do microssistema analitico
proposto esté ilustrada na FIGURA 4.14.
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FIGURA 4.14. Rampa de aquecimento e resfriamento utilizada para a sinterizagédo
das ceramicas verdes e construcdo do LTCC.

O processo de sinterizacdo ocorre basicamente em trés etapas.
Primeiramente a temperatura do sistema € elevada a uma taxa de 10°C/min até
atingir a temperatura de 350°C, permanecendo assim constante durante 30 minutos.
Nesta etapa ocorre a volatilizacdo dos compostos organicos contidos na ceramica.
Em seguida a temperatura do sistema é elevada a 850°C durante 30 minutos para
gue ocorra a interpenetracdo da alumina entre as camadas da ceramica. Por fim o
sistema € resfriado a 5°C/min obtendo-se assim 0 microssistema analitico

sinterizado.

A FIGURA 4.15 ilustra as cinco camadas de ceramicas utilizada na
confeccdo do microssistema analitico utilizado neste trabalho. A camada (A), parte
superior de microssistema analitico, € composto de trés entradas (a, b e ¢) e uma
saida (d) dos liquidos. A cavidade (d) € o local para a colacdo de um vidro esférico
de 1,0 cm de diametro que também foi colocado na camada (E) para vedacéo da
solucéo e formacédo do compartimento (cubeta) de caminho éptico de 0,6 mm. As
cavidades (a, b, c e d) foram coladas conectores de latdo, fixados em resina epoxi,
para entrada e saida de solugdes. Estas camadas (A) cavidades a, b, c e possuem
diametro (3,0 mm) maiores, visto que essas sao ajustadas para as entradas das
solugbes no microcanais das camadas (B) e (C) que determinam a forma e as

medidas dos microcanais.
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FIGURA 4.15. Diagrama esquematico da sobreposicdo das camadas de ceramicas.
(a, b e ¢), entradas das solucbes (amostra e reagentes), (d) saida. (A, B, C, D e E),
camadas de ceramicas. k, cavidade para suporte de vidro.

A forma de serpentina dos microcanais fluidicos da camada (C) foi

escolhida para melhor homogeneizacéo entre os reagentes e os analitos.

Na camada (B) e (D) pode-se observar um cavidade de formato
cbncavo onde o produto da reagdo passa e onde é realizada a leitura das medidas,
pois nesta direcdo estdo posicionados a fonte de radiacdo (LED-RGB) e o detector
(fotodiodo). Este formado foi escolhido no intuito de diminuir o volume morto e

eventuais bolhas que podem ficar no caminho optico dificultando as analises.
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Nas extremidades de cada camada estao localizadas as cavidades que
servem para facilitar o alinhamento das cerdmicas para que elas figuem
perfeitamente sobrepostas para a etapa de laminacdo. A FIGURA 4.16 mostra o

microssistema analitico ja sinterizado.

FIGURA 4.16. Microssistema analitico sinterizado sem os conectores e 0s vidros.

4.3. Determinacao fotométrica de N-acetilcisteina (NAC) e captopril
(CAP) em formulagcdes farmacéuticas utilizando um microssistema

construido com tecnologia LTCC

4.3.1. Solucbes padréao, reagentes e amostras

A solucédo padrdo de N-acetilcisteina 1,5 x 10 mol L foi preparada
diariamente dissolvendo uma massa de 12,2 mg de N-acetilcisteina em um baldo

volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com agua.

Sete amostras comerciais contendo N-acetilcisteina adquiridas no
comeércio local (100 e 200 mg por envelope) na forma granulada foram analisadas

neste procedimento.

Para a analise cada dos produtos farmacéuticos, dez envelopes de um
mesmo produto foram pesados e o p6 obtido foi macerado e homogeneizados com
ajuda de um almofariz e pistilo. Uma massa correspondente a 129,6 mg da mistura
foi transferida para um baldo volumétrico de 200 mL, e adicionou-se agua até
completar esse volume. Em seguida 1,26 mL dessa solucao foi transferida para um
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baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado com &gua deionizada. Aliquotas
de 400 pL dessa solucéo foram injetadas utilizando um injetor manual. O teor de N-
acetilcisteina nessas amostras foi determinado usando uma curva analitica obtida

empregando solucdes de referéncia de N-acetilcisteina.

Uma solucéo estoque de captopril de concentragéo 5,0 x 102 mol L™
foi preparada diariamente, dissolvendo-se em agua 108,2 mg de captopril em um
baldo volumétrico de 100 mL. Solucdes contendo entre 1,0 x 10° e 5,0 x 10* mol L™t
de captopril foram preparadas por diluicdo da solucéo estoque em agua deionizada

em baldes volumétricos de 25 mL.

A solucéo de nitrato de ferro (Ill) de concentragdo 5,0 x 103 mol L™ foi
preparada diariamente dissolvendo-se 80,70 mg do sal em solucédo acida utilizando-
se um baldo volumétrico de 250 mL. Uma aliquota de &cido nitrico 0,5 mol L era
adicionada ao baldo volumétrico para a obtencdo de uma concentracdo final de
acido de 1,0 x 102 mol L para evitar a hidrélise do Fe (llI).

Para a andlise de seis amostras contendo captoprii que foram
adquiridas no comércio local, dez comprimidos de cada amostra foram triturados
com auxilio de um almofariz até a obtencdo de um pé fino. Massas apropriadas
foram transferidas para béqueres de 100 mL e dissolvidas em &gua. Eventuais
excipientes insoluveis (amido) contidos na amostra foram removidos por filtracéo
simples por gravidade e o filtrado transferido para baldes volumétricos de 100 mL,
sendo seus volumes completados com agua deionizada, obtendo-se uma

concentracgédo tedrica de captopril de 2,0 x 10 mol L.

Uma solucdo estoque de 1,10-fenantrolina 4,0 x 102 mol L foi
preparada a partir de cloridrato de 1,10-fenantrolina sob aquecimento. Este foi

utilizado como agente quelante.

4.3.2. Procedimento Experimental

As FIGURAS 4.17 e 4.18 mostram o diagrama esquematico do sistema
de analise por injecdo em fluxo proposto para determinagédo fotométrica de NAC e
CAP em formulagbes farmacéuticas na posicdo de amostragem e de injecao,

respectivamente.
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FIGURA 4.17. a) Diagrama esquematico do analisador em fluxo em posicdo de
amostragem para a determinagdo de NAC e CAP. IP, injetor proporcional, A, N-
acetilcisteina ou captopril; Ri1 nitrato de ferro(lll) e Rz, 1,10-fenantrolina; C,
carregador (tampéo); D, descarte; L1 e L2, algca da amostra e; x, y, z, entradas das
solugdes e d, saida da solugéo; k, caminho 6ptico do LTCC (0,5 mm) e w, w’, ponto
de confluéncia.
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FIGURA 4.18. b) Diagrama esquematico do analisador em fluxo em posicado de
injecdo para a determinacdo de NAC e CAP. IP, injetor proporcional, A, N-
acetilcisteina ou captopril;, R1 e Rz, hexacianoferrato e 1,10-fenantrolina; C,
carregador (tampdao); D, descarte; L1 e L2, alca da amostra e Rz; X, y, z, entradas das
solugdes e d, saida da solugéo; k, caminho 6ptico do LTCC (0,5 mm) e w,w’, ponto
de confluéncia.
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Este sistema é baseado na reacdo que envolve duas etapas:
primeiramente a oxidacao dos analitos (NAC ou CAP) pelo ferro (II) produzindo ferro
(I em seguida o ferro(ll) serd complexado por 1,10-fenantrolina (Fen) e o produto
formado monitorado espectrofotometricamente em 525 nm conforme as EQUACOES
4.1e4.2.

2R-SHaq) + 2Fe(lll)(aq) 2 2RS(aq) + 2Fe(ll)@qg) + 2H*@aq) (EQ. 4.1)

Fe(ll)@aq) + 3Fen@q = [Fe(ll) — (Fen)s]?*(ag) (Eg. 4.2)

Neste sistema, as amostras (NAC ou CAP) ou solucdo de referéncia
(L1) e o reagente Ri (L2) sd@o introduzidos simultaneamente com o auxilio de um
injetor comutador (I) em uma solucéo transportadora. As zonas de amostras e do
reagente Ri1, [Fe(lll)] = 3,0 x 102 mol L, percorrem as mesmas distancias até a
entrada x e y do microdispositivo e se confluem no ponto w. Neste ponto ocorre a
oxidacdo dos analitos (NAC ou CAP) pelo Fe (lll) produzindo ions Fe (ll) que em
seguida reage com Fen formando um complexo com absorbancia maxima em A =
525 nm. A absorbancia do complexo formado, Fe(ll) - (Fen)s?*(q), € proporcional a

concentracdo de NAC ou CAP injetado no sistema analitico.

4.3.3. Métodos de Referéncias

O método utilizado para avaliar a exatiddo do procedimento em fluxo
proposto para a determinacdo de NAC foi o método potenciométrico conforme
preconiza a Farmacopéia Brasileira®. Este método é baseado na titulacéo
potenciométrica da solucdo da amostra com uma solucdo padrao de nitrato de
mercurio(ll) 1,0 x 10" mol L't empregando-se eletrodos de fio de ouro como eletrodo
de trabalho e de calomelano saturado como eletrodo de referéncia.

A determinacdo de CAP foi avaliada utilizando-se um método

comparativo empregando titulacdo potenciométrica com NaOH proposto por Ribeiro
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et al.11%, Este método baseia-se na titulagdo da solugdo de CAP com uma solucéo

padréo de iodo com deteccao espectrofotométrica UV-Vis.

4.4. Determinacdo espectrofotométrica de adrenalina e dopamina

utilizando reator em fase Sdélida

4.4.1. Solucbes padréao, reagentes e amostras

Uma solucdo padrdo de adrenalina 5,0 x 102 mol L foi preparada
dissolvendo 46 mg de cloridrato de adrenalina (Sigma) em 5,0 mL de HCI 0,1 mol L
completando o seu volume final para 50 mL com uma solugdo tampéao fosfato 0,2
mol L1 (pH = 7,0). A partir desta foram preparadas solucdes padrdo com
concentracbes variando entre 3,0 x 10° a 1,0 x 10° mol L* por diluicées
apropriadas. Todas as solucdes foram previamente desaeradas através do
borbulhamento de nitrogénio de alta pureza para evitar possivel oxidacdo da

adrenalina.

Foram adquiridas no comércio da regido trés ampolas contendo
bitartarato de adrenalina (Ariston, S&o Paulo) e analisadas pelo método proposto. As
amostras contendo adrenalina foram preparadas transferindo-se 250 ulL das
amostras para baldes volumétricos de 25 mL e o volume aferido com uma solucéo

tampéao fosfato 0,2 mol Lt (pH 7,0).

Foram preparados trés sistemas tamponantes distintos em diferentes
faixas de pH, séo eles: tampé&o acetato na faixa de 4,1 a 5,8; fosfato de pH 6,0 e 8,0
e tris na faixa de pH entre 7,0 e 9,0.

4.5.2. Preparacao e Imobilizacao do triiodeto Iz

A resina selecionada para imobilizacdo do anion Iz, foi feita utilizando
um copolimero de estireno-divinilbenzeno, uma resina de troca anidnica (Lewatit
M500, Bayer) contendo uma amina quaternaria do tipo | (-N*(CHs)s) tendo como

contra-ion o cloreto.
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O reator em fase solida (RFS) foi preparado adicionando-se 10 mL da
resina de troca aniénica em uma bureta convencional empregada em titulagdo com
volume de 25 mL contendo |& de vidro na parte inferior. Em seguida, visando uma
efetiva troca dos ions, percolou-se um volume de 200 mL de NaOH 1,0 x 103 mol L
para trocar ions cloreto por hidroxila, pois a resina anidnica selecionada apresenta
melhor seletividade pelos ions OH . Para uma efetiva troca dos anions OH- por 103’

percolou-se 60 mL de solucéo KlO3z 0,3 mol L.

Apoés a troca destes anions, lavou-se a coluna com agua deionizada
até a remocdo completa dos éanions iodato ndo imobilizados. O controle da
capacidade de troca foi feito através da titulacdo potenciométrica dos ions cloreto

com uma solucédo padrédo de AgNO3 0,05 mol L.

4.5.3. Método de Referéncia

Os resultados obtidos através do procedimento proposto foram
comparado com o método que indica a farmacopéia brasileira®*. O método baseia-se
na medida espectrofotométrica de adrenalina e presenca de uma solucao padréao de

HCI 1,0 x 102 mol L no comprimento de onda de 280 nm.

4.5.4. Procedimento Experimental

A FIGURA 4.19 mostra o diagrama esquematico do sistema de analise
em fluxo para determinac@o espectrofotométrica de ADN e DPN em formulagbes
farmacéuticas empregando um dispositivo construido com tecnologia LTCC, reator

em fase sdlida (RFS) e minifotdmetro.
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FIGURA 4.19. Diagrama Esquemaético do analisador em Fluxo para a determinacéo
de adrenalina e dopamina. Legenda: vi = valvula dos padrées ou amostras (ADN e
DPN); v2 = valvula da solucao tampao; T, solucdo tampao; R1 = agua deionizada;
RSF = reator em fase sélida (I3~ imobilizado em resina anibnica); x, y e d séo
respectivamente as conexdes com o LTCC (entradas e saida); z, ponto de
confluéncia; D = descarte e k = caminho 6ptico do LTCC.

As solucbes contendo ADN e DPN foram injetadas em um fluido
carregador e os mesmos transportados ao RFS onde ocorre a reacdo de oxidagao
de adrenalina a adrenocromo e dopamina a dopacromo conforme as FIGURAS 4.20
e 4.21 O produto formado foi monitorado (A = 472 nm) através do minifotbmetro

construido.
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FIGURA 4.20. Reacédo de oxidacdo da adrenalina por triiodeto a adrenocromo
(A =472 nm).
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FIGURA 4.21. Reagéao de oxidac&o da dopamina por trilodeto a dopacromo.

O moédulo de analise do sistema proposto foi desenvolvido em trés
etapas, de acordo com as caracteristicas da reacdo quimica envolvida: 1) medida do
sinal do branco; 2) medida do sinal analitico e 3) limpeza do sistema.
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Medida do sinal do branco

Na primeira etapa, a valvula vi & acionada durante 10 s, inserindo no
sistema uma solucédo tampao. Em seguida, a valvula vz é acionada durante 30 s para
o transporte da solucdo tampdo até o ponto k para a aquisi¢do do sinal do branco.

Os volumes injetados seréo descritos na sec¢éo de resultados.

Medida do sinal analitico

Para a aquisi¢do do sinal analitico a valvula vi € acionada durante 10 s,
inserindo no sistema um determinado volume de amostras (ADN ou DPN). Em
seguida a valvula vz (tampéo) é acionada durante 30 s para o transporte da amostra
até o ponto k. Durante este percurso ocorre a oxidacdo dos analitos e o produto

formado é medido no minifotbmetro em 472 nm.

Como no caso anterior, 0os volumes injetados serdao descritos na secéo

de resultados.

Limpeza do sistema

Finalmente é realizada a etapa de limpeza com o acionamento da
valvula vs durante 40 s para a limpeza dos microcanais do microssistema. Dessa
maneira, uma nova insercao da amostra pode ser efetuada para se iniciar um novo

ciclo de andlise.

Um programa dedicado a executar esse processo foi escrito em
Labview® 7.0. Através do painel frontal do programa foram selecionadas as etapas
envolvidas no processo analitico: medida do sinal do branco, medida do sinal
analitico e limpeza do sistema. Além das variaveis de controle: tempo de
acionamentos das valvulas; nimero de replicatas e o intervalo de tempo para a
aquisicdo do sinal analitico. Uma vez fornecidos esses dados, o microcomputador
assume o controle do processo analitico efetuando a sequéncia de acionamentos

das valvulas de acordo com o fluxograma mostrado na FIGURA 4.22.
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FIGURA 4.22. Fluxograma do software para o controle do modulo de analise.

Essa mesma sequéncia (medida do branco, sinal analitico e limpeza)
devera ser adotada para os demais analitos, salvo as devidas excecdes e
modificacdes necessarias para cada método. Para NAC e CAP este procedimento
nao foi realizado, pois ndo utilizou-se o sistema automatico desenvolvido e sim um

sistema com comutador manual.

4.6. Determinagcdo espectrofotométrica de acido L-ascoOrbico em

amostras comerciais

4.6.1. Reagentes e solucdes

A solucdo tampdo acetato 0,05 mol L' pH 4,5 foi preparada
misturando-se quantidades apropriadas de acetato de sédio e acido acético 1 mol L
em um baldo de 500 mL.

A solucdo padrdo de batocupruina 1,5 x 102 mol L foi preparada
diariamente dissolvendo-se 0,0872 g do sal dissdédico do acido dissulfénico de

batocupruina (Sigma) em 100 mL de agua deionizada.
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Foi preparada uma solucédo estoque de acido L-ascérbico (AAc) 5,0 x
102 mol L1, sempre antes de realizar-se as medidas, dissolvendo-se 0,9 g de &cido
L-ascorbico (Merk) em 100 mL de tampéo acetato 0,05 mol L* pH 4,5 previamente
desaerada com nitrogénio, para evitar a oxidacdo. Solucdes de referéncia foram
preparadas a partir desta solucao estoque por diluicbes apropriadas contendo entre

1,0 x 1076 - 7,0 x10™* mol L™ de acido L-ascorbico.

Para o preparo do reator em fase solida (RFS) contendo fosfato de
cobre(ll), (Cus(POa4)2) foi utilizada uma solucédo do respectivo sal e uma resina de

poliuretana.

4.6.2. Preparacdo e imobilizacdo do reator em fase sélida

A preparacdo do RFS, Cus(POa4)2, foi realizada dissolvendo-se 17,5 g
de CuCOs.Cu(OH)2 com 8,0 mL de &cido fosforico concentrado. Em seguida, o
sélido azul (Cu3(POa4)2) foi lavado com &gua deionizada e seco em estufa a 110°C

por aproximadamente 3 horas.

A partir deste foram preparadas misturas de resina poliuretana e
fosfato de cobre nas proporcdes 3:1, 5:1 e 7:1 (m/m), As misturas foram mantidas
em frascos de polietileno e mantidas a temperatura ambiente por aproximadamente
4 horas. O sélido formado foi entdo fragmentado com o auxilio de um martelo e
levado a um moinho de laminas (modelo TE-631 da Tecnal) para serem triturados.
Depois de triturados foi feita a selecdo dos diametros das particulas através de
peneiras granulométricas na faixa de 100-500 pum. A Figura 4.23 ilustra o

procedimento geral para a fabricacédo do RFS.
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polimerizacao
selecdo granulométrica

FIGURA 4.23. Procedimento utilizado no preparo do reator em fase soélida,
(Cu3z(POa)2)1%.

Apo6s a imobilizacdo do (Cus(POa)2) e separagdo granulométrica do
sélido obtido com diametros de particulas entre 10-350 um, cerca de 100 mg das
particulas foram introduzidas em tubos de polipropileno de 30 mm de comprimento x
1,5 mm de didmetro interno) por aspiracdo com o auxilio de uma seringa. Para isto,
uma das extremidades do tubo foi vedada com um pedaco de |4 de vidro para

prevenir a saida das particulas da coluna.

Depois do preenchimento total do reator com as particulas de
Cus(POa4)2 a outra extremidade também foi vedada com 1& de vidro e assim o reator
finalizado foi entdo acoplado ao sistema em fluxo proposto. A FIGURA 4.24

apresenta uma imagem do reator construido.

FIGURA 4.24. Fotografia do reator em fase sélida*®.
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4.6.3. Método de referéncia

O método de referéncia empregado para a determinacdo de L-acido
ascorbico est4 baseado na titulag&o iodimétrica, conforme descrito na Farmacopéia
Americana®,. Para isto, uma massa correspondente a 200 mg de AAc foi dissolvidos
em uma mistura de 50 mL de &cido sulftrico 1,0 mol L* e 12,5 mL de 4gua em um
erlenmeyer de 250 mL. Titulou-se entdo esta solucdo com uma solucéo de iodo 0,05
mol L adicionando como indicador uma solugéo de amido 1,0% (m/v) até a solucédo

apresentar a coloracéo azul (ponto final de titulacdo).

4.6.4. Procedimento experimental

O diagrama esquematico do analisador em fluxo multicomutado
utilizando microssistema analitico LTCC, minifotbmetro em fluxo e reator em fase
sélida para a determinacdo de acido L-ascoOrbico em amostras comerciais é
mostrado na FIGURA 4.25.
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FIGURA 4.25. Diagrama esquematico do analisador em fluxo multicomutado para a
determinacdo de acido ascorbico utilizando reator em fase soélida, microssistema
analitico (LTCC) e minifotdmetro lab-made. A = amostra/padrdo; T = solucao
transportadora (dgua deionizada) R1 = batocupruina (1,0 x 10 mol Lt — 30 mm x
1,5 mm d.i.), respectivamente; Vi, V2 e V3 = valvulas da amostra/padréo, agua
deionizada e batocurpuina, respectivamente; RFS = reator em fase solida,
Cus(POa4)2; X, y = entradas das solu¢cbes no microssistema e d = saida; z = ponto de
confluéncia; k = caminho o6ptico (0,5 mm); D = descarte.
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O médulo de andlise do sistema desenvolvido envolve trés etapas, de
acordo com as caracteristicas da reacado quimica envolvida: 1) medida do sinal do
branco; 2) medida do sinal analitico; e 3) limpeza do sistema. A FIGURA 4.26 ilustra
de forma esquemaética as etapas de limpeza e medida do sinal analitico em funcéo
dos tempos de acionamento das valvulas solendides para a determinagdo de AAc

em formulagdes farmacéuticas.

‘w——medida —si— limpeza—s

Vs

\4

Y

Vi

L.
y

I T I |
0O 6 10 15 20 25 30 35 tempo (s)

FIGURA 4.26. Diagrama esquematico dos tempos de acionamentos das valvulas v,
V2 e Vvs, relativas as adicdbes de amostra/padrdo, agua e batocupruina,
respectivamente em funcdo do tempo nas etapas de medida do sinal analitico e
limpeza.

Durante a etapa de medida do sinal analitico, a valvula vi é acionada
durante 5 s, aliquotas da amostra ou padrao de AAc. Em seguida as valvulas vz e v3
sdo acionadas simultaneamente durante 15 s para o transporte da amostra até o
ponto k. Durante este percurso o AAc € oxidado a acido deidroascérbico e o Cu(ll)
reduzido a Cu(l). O Cu(l) formado reage com batocupruina formando um complexo,

Cu(batocupruina)?* monitorado espectrofotometricamente em 472 nm.

Na etapa de limpeza, a valvula v2 é acionada durante 20 s para a
limpeza dos microcanais do microssistema analitico. Dessa maneira, uma nova

insercdo da amostra pode ser efetuada para se iniciar um novo ciclo de analise.

62



CAPITULO V
RESULTADOS E DISCUSSAO



CAPITULO V

5. Resultados

5.1. Minifotbmetro desenvolvido

Os resultados sdo abordados, principalmente, pelo tempo de resposta do

detector, estabilidade e relag&o sinal/ruido e serdo discutidos nas proximas segoes.

Tempo de resposta do sensor

O tempo de resposta do sensor foi estudado e o resultado é
apresentado na FIGURA 5.1.

Filtered Signal RSD Value (00) SD value (V) Mean value (V)
0,000 0,000 0,000 0,000
Filtered Signal Yoltage (Filtered) [
5,000
4,750-
4,500
4,250
4,000
3,750-
3,500
3,250
= 3,000-
2,70
;E 2,500
_§ 2,250
8 2,000~
1,750-
1,500
1,250
1,000
0,750
0,500-
0,250
0,000-; . . . . . . . . . . . I
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1 0,11 0,12
Time /[ s

FIGURA 5.1. Estudo do tempo de resposta do detector com um potencial ajustado
de até 5 V.

Neste estudo um potencial maximo obtido foi de 5 V, controlado pelo
potencibmetro de amplificacdo presente no minifotdmetro. Este potencidmetro de 1

MQ permite uma ganho de até 100.000 vezes do sinal analitico obtido.
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Como pode ser visto na FIGURA 5.1, o sinal de detector inicia em
cerca de 5 ms e aumenta até 37 ms quando atinge 4,627 V. Ap6és 60 ms, o sinal é
estabilizado em 4,275 V. Esta ligeira diminuicdo do potencial no intervalo de 37 a 60
ms € devido ao emprego de um filtro passa-baixa, tipo Butterworth com polinémio de
terceiro grau com uma frequéncia de corte de 20 Hz. Este filtro, desenvolvido em
Labview, causou uma pequena reducdo no sinal do fotdmetro, como esperado. Por

outro lado com este filtro, um sinal mais estavel e reprodutivel foi obtido.

Com este mesmo programa foi avaliada a relacdo sinal/ruido do
minifotdmetro desenvolvido para este trabalho. Um nivel de ruido 5,0 mV foi
determinado sendo compativel com a tensao de offset do fotodiodo apresentados no
manual do fabricante, normalmente entre O e 4 mV. Este teste foi monitorado com o
LED desligado. Ao acionar o LED registrou-se o nivel de sinal atil. Este sinal foi
monitorada durante 5 h para avaliar a estabilidade do minifotbmetro proposto e um
potencial de 4,227 + 0,001 V com um desvio padrao relativo (RSD) de 0,023% (n =
60) foi obtido. Este bom desempenho do minifotbmetro Lab-made € importante para
a aquisicao de resultados satisfatorios. A relagdo sinal/ruido (S/N = 1/RSD) obtidos
nesses teste foi de 4347, onde S é a média do sinal medido com o LED ligado e N é
o desvio padréo obtido. Quanto maior a relagdo do sinal/ruido das medi¢des, maior é

o desempenho do equipamento o que permitira obter maior sensibilidade.

Para as aplicacbes envolvendo absorcdo molecular utilizando o
minifotbmetro desenvolvido, a radiacdo emitida pelo LED devera ser parcialmente
absorvida pelo croméforo presente no caminho optico do LTCC, atingindo a
superficie fotossensivel do sensor (1 mm?), gerando uma corrente elétrica que foi
convertida em potencial e medida no canal de saida (pino 3 da Figura 4.3). Esse
sinal produzido foi coletado pela interface USB (porta de entrada analOgica) e

convertido em absorbancia pelo software aplicando a equacéo de Lambert-Beer.
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5.2. Determinacdo fotométrica de N-acetilcisteina e captopril
utilizando minifotdbmetro lab-made e LTCC em formulagcbes

farmacéuticas

Um sistema em fluxo de zonas coalescentes para a determinagéo de
N-acetilcisteina (NAC) e captopril (CAP) em formulagcbes farmacéuticas foi
desenvolvido. Os parametros fisicos e quimicos foram otimizados de forma
univariada com o intuito de se obter maior resposta analitica, boa precisdo e

exatiddo e boa frequéncia analitica.

O método baseia-se em duas etapas: reducdo dos ions Fe(lll) a Fe(ll)
empregando os farmacos (NAC ou CAP) com subsequente reacao destes com 1,10-
fenantrolina (Fen) cujo complexo formado apresenta absorcdo méaxima no

comprimento de onda A = 525 nm, conforme as Equacbes 5.1 e 5.2.

2R-SH(aq) + 2Fe(lll)@ag) 2 2RS(aq) + 2Fe(ll)aq) + 2H*@aq) (EQ.5.1)

Fe(ll)@g) + 3Fencq) = [Fe(ll) — (Fen)sz]?*(aq) (Eq.5.2)

Devido ambos analitos apresentarem uma estrutura quimica
semelhante (grupo tiol, R-SH), a otimizacdo dos parametros concentracdo de
reagente Fe (Ill), complexante (Fen), tipo de solugcédo transportadora, comprimento
das alcas de amostragem e estudo de vazéo das solucdes foram similares. Isso é
verdade, uma vez que a otimizacdo que favoreca um método é exatamente a
mesma para o outro. Dessa forma, apenas alguns dados seréo apresentados para
um dos analitos, com o objetivo de evitar redundancia e repeticdes dos resultados

apresentados.

5.2.1. Estudo dos parametros quimicos do sistema FIA

Em testes preliminares foi avaliada a influéncia da solucao
transportadora sobre o sinal analitico obtido na reacdo de complexagcdo entre os
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ions Fe(ll) e os farmacos NAC e CAP. As solucbes avaliadas foram: acido sulfurico
utilizado no preparo da solugéo de Fe(ll) (5,0 x 103; 1,0 x 102 e 5,0 x 102 mol L) e
tampdo acetato utilizado na preparacdo das amostras (pH 3,1; 4,5 e 5,7).
Lembrando que o meio deve ser mantido acido para evitar a hidrolise dos ions

ferrosos.

O uso da solucéo de &cido sulfurico (fortemente &cido) como solucéo
transportadora foi a que mais desfavoreceu a ocorréncia da reacdo. De fato, a
medida que sua concentracdo aumentava, um menor sinal analitico era obtido.
Acredita-se que esta solucéo dificulta a liberagdo de ions H* do hidrogénio acido do
grupo tiol (R-SH) presente nas moléculas de NAC e CAP, desfavorecendo a
formacdo do complexo, como mostrado nas Equacgdes 5.1 e 5.2. Dessa forma, a
solucédo transportadora de tampéo acetato pH 5,7 foi aguela que possibilitou a
obtencdo de um maior sinal analitico. Sendo entéo, utilizado para os trabalhos

posteriores.

A influéncia da concentracédo dos ions Fe(lll) para a determinagcédo de

ambos os analitos foi avaliada na faixa de concentragdo de 1,0 a 8,0 mmol L.

Como pode ser observado na FIGURA 5.2, o sinal de absorbancia
aumentou significantemente até a concentracdo de 3,0 x 10 mol L. Isso ocorre,
pois existe uma maior disponibilidade de ions Fe(lll) livres para a reacéo de reducao
e posterior formacédo do complexo [Fe(ll)-(Fen)s]?*. Contudo, para concentracdes de
Fe(lll) maiores que 3,0 x 102 mol L' obteve-se uma diminuicdo do sinal de
absorbancia. Isso pode ocorrer devido a competicdo entre os ions Fe(lll) em
excesso e os ions Fe(ll) presentes no complexo. Com base nestes resultados
escolheu-se a concentracdo de Fe(lll) de 3,0 x 10 mol L? por apresentar maior

sinal analitico e menor desvio padrdo nas medidas.
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FIGURA 5.2. Estudo da concentracdo do Fe(lll) sobre o sinal analitico (n = 3) para
uma concentracdo de NAC 8,0 x 10 mol L1. Concentragdo de 1,10-fenantrolina de
2,0 x 102 mol L!; alcas de amostragem de 60 cm; vazdes do Fe(lll) e da solucédo
transportadora (tampdo acetato pH 5,7) de 1,2 mL min? e 2,2 mL min?,

respectivamente (A = 525nm).

Como discutido anteriormente um resultado semelhante foi obtido para
a otimizacdo envolvendo o captoprii mantendo-se as mesmas condi¢cdes

experimentais empregadas para o procedimento envolvendo NAC, conforme pode

ser observado na FIGURA 5.3.
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FIGURA 5.3. Avaliacédo da concentracéo do Fe(lll) sobre o sinal analitico (n = 3) para
uma concentracdo de CAP 8,0 x 10 mol L. Concentracédo de 1,10-fenantrolina de
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2,0 x 102 mol L; alcas de amostragem de 60 cm; vazdes do Fe(lll) e da solugdo
transportadora (tampdo acetato pH = 4,5) de 1,2 mL min?! e 2,2 mL min¥,
respectivamente (A = 525nm).

Em ambos os casos, a concentracdo de Fe(lll) 3,0 x 103 mol L foi
selecionada por propiciar maior magnitude do sinal analitico. Para os demais
parametros estudados, apenas o0s resultados para NAC ou CAP serao

apresentados.

De maneira semelhante foi avaliada a influéncia da concentracdo do
agente complexante 1,10-fenantrolina (Fen). Este foi estudado para ambos analitos
nas concentracdes de 5,0 x 103; 8,0 x 103; 1,0 x 10%; 2,0 x 102 e 4,0 x 102 mol L.
Ratificando que apenas os dados de NAC serédo apresentados, ver FIGURA 5.4.
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FIGURA 5.4. Estudo da concentracdo do reagente 1,10-Fenantrolina sobre o sinal
analitico (n = 3) para uma concentracdo de NAC de 8,0 x 10 mol L, concentragdo
de Fe(lll) de 3,0 x 10 mol L1, alcas de amostragem de 60 cm, vazdes do Fe(lll) e
da solucdo transportadora (tampdo pH = 5,7) de 1,2 mL mint e 2,2 mL min¥,

respectivamente.

A FIGURA 5.4 ilustra a influéncia da concentracdo do reagente 1,10-
fenantrolina (Fen) na magnitude do sinal analitico para a determinacdo de NAC.
Como pode ser observado o sinal de absorbancia aumenta até a [Fen] = 2,0 x 10
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mol L't e em concentracdo superior a este permanece praticamente constante, por

isso a [Fen] = 2,0 x 10 mol L™ foi selecionada para ambos os analitos.

5.2.2. Estudo dos Parametros Fisicos do Sistema FIA

Os parametros fisicos do sistema proposto foram avaliados da mesma
forma que os parametros quimicos anteriormente estudados. Mantendo-se a

apresentacao de apenas um dos resultados de NAC ou CAP.

O efeito da variagdo dos volumes das alcas da amostra (L1) e do
reagente (L2) foi estudado variando-se simultaneamente o comprimento das alcas de
15 a 90 cm. O resultado obtido € apresentado na FIGURA 5.5.
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FIGURA 5.5. Estudo dos volumes das algas L1 (amostra) e L2 (reagente) sobre o
sinal analitico (n = 3) para uma concentracdo de CAP 8,0 x 10 mol L. [Fe(lll)] =
3,0 x 102 mol L?; [Fen] = 2,0 x 102 mol L?; solugdo transportadora = tampéao
acetato pH =5,7.

De acordo com a FIGURA 5.5, a magnitude do sinal analitico aumentou
consideravelmente a medida que houve um aumento dos comprimentos das alcas
até 60 cm. Apesar das alcas de 90 cm promoverem maiores sinais de absorbancia,
estas ndo foram escolhidas, pois observou-se apenas um incremento no sinal de
1,04% em relacdo a de 60 cm. Além disso, uma menor repetibilidade foi obtida. Do

mesmo modo, apenas um aumento de sinal de 1,7 % foi obtido para o procedimento
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aplicado na determinagéo de NAC. Assim, alcas de 60 cm foram empregadas para

0s estudos posteriores empregados nas determinacdes de NAC e CAP.

O estudo referente a vazéo da solucéo transportadora (tampéo acetato,

pH = 5,7) avaliado na faixa de 1,5 a 2,6 mL min é apresentado na FIGURA 5.6.
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FIGURA 5.6. Estudo da vazao do carregador (tampéao acetato, pH 5,7) sobre o sinal
analitico (n = 3) para uma concentragdo de NAC 8,0 x 104 mol L. Volumes das
alcas L1 (amostra) e L2 (reagente) 60 cm; [Fe(lll)] = 3,0 x 10® mol L'%; [Phen] = 2,0 x
102 mol L.

Na FIGURA 5.6 pode-se observar que a vazao da solucdo
transportadora apresentou maior magnitude do sinal analitico em 1,9 mL min™.
Valores de vazao superiores a esse apresentaram menores sinais de absorbancia,
provavelmente devido a um mais acentuado fenbmeno de dispersdo da zona de
amostragem do fluido transportador na amostra. Sendo assim, a vazao escolhida foi

de 1,9 mL min para a determinacdo de NAC e CAP.

O efeito da vazao da solucédo 1,10-fenantrolina (Fen) foi estudado na

faixa de 1,1 a 2,2 mL min't conforme pode ser observado na FIGURA 5.7.
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FIGURA 5.7. Estudo da vazéo da Fen sobre o sinal analitico para uma concentracéo
de NAC 8,0 x 10 mol L%, [Fe(lll)] = 3,0 x 102 mol L1, [Fen] = 2,0 x 102 mol L7,
alcas L1 e L2 = 60 cm, solucéo carregadora = tampéo acetato (pH = 5,65) e vazéo da
solucéo transportadora 1,9 mL min.

Como pode ser observado na FIGURA 5.7 hd uma diminui¢édo do sinal
analitico a partir da vazdo 1,8 mL min?. Isto é préprio do efeito de dispersdo
existente sempre que existe um aumento de vazao, por isso a vazdo de 1,8 mL min

foi selecionada para ambos os analitos.
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Uma sintese dos parametros estudados e selecionados na otimizagéo

de NAC e CAP foi realizada e os dados estao apresentados na TABELA 5.1.

TABELA 5.1. Parametros avaliados na otimizacdo do sistema em fluxo para a

determinacao de NAC e CAP

R Faixa _
Parametros Selecionado
estudada
Tampéao
H2S04 /
Solucéo 05-5 acetato
10
transportadora
Tampao
, 3,10 -5,77 pH = 5,65
acetato
[Fe(ll)] / 102 mol L1 1-8 3
[Fen] /102 mol L 05-5 2
Alga de amostragem /
30-120 60
cm
Vazao da solucao
transportadora 15-27 19
mL mint
Vazao do reagente
111 - 212 1,8

(Fen) mL min-t

* [tampdo acetato] = 5,0 x 102 mol L?

5.2.3. Estudo de potenciais interferentes

O efeito de potenciais interferentes na determinacéo de captopril e N-

acetilcisteina em formulacdes farmacéuticas foi avaliado em termos dos principais

excipientes normalmente presentes em amostras comerciais (Tabela 5.2 e 5.3).

As substancias avaliadas foram: estereato de magnésio, lactose,

amido, sacarina e benzoato de sbédio. O estudo foi realizado adicionando-se
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concentragbes de cada excipiente em uma solugdo contendo determinada

concentracdo de padréo e o sinal obtido foi comparado antes e apés a adi¢cdo dos

potenciais interferentes avaliados.

Nesses experimentos foram utilizadas solucdes padrées de 3,0 x 10

mol L' para ambos analitos e os potenciais interferentes em concentracdes 10

vezes superiores. Os resultados obtidos estdo apresentados nas TABELAS 5.2 e

5.3, para CAP e NAC, respectivamente.

TABELA 5.2. Estudo dos possiveis interferentes na determinacédo de captopril em

amostras comerciais empregando o sistema FIA proposto

Excipiente Razao de concentracao
(Excipiente:CAP")

Interferéncia %

Estereato de magnésio
Lactose
Amido
Sacarina

Benzoato de sédio

10:1

10:1

10:1

10:1

10:1

2,0
3,0
2,0
2,0

50

*[captopril] = 3,0 x10* mol L

TABELA 5.3. Estudo dos possiveis interferentes na determinacao de N-acetilcisteina

em amostras comerciais empregando o sistema FIA proposto

Excipiente Razé&o de concentracao
(Excipiente:NAC")

Interferéncia %

Estereato de magnésio
Lactose
Amido
Sacarina

Benzoato de sodio

10:1

10:1

10:1

10:1

10:1

5,0
4,0
3,0
2,0

50

*[N-acetilcisteina] = 3,0 x104 mol L™
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Como pode ser observado nas TABELAS 5.2 e 5.3 nenhuma das
substancias investigadas causou uma interferéncia significativa na determinacao
destes analitos. Mesmo quando presentes em uma concentracdo dez vezes maior
gue a concentracdo dos farmacos, o maior percentual de interferéncia foi de apenas
5,0%.

5.2.4. Adicao e Recuperacao

Foram realizados testes de adicdo e recuperacdo empregando trés
distintos niveis de concentracdo de solucdo padrdo (1,0, 5,0 e 8,0 x 10* mol L?)
para ambos analitos em cinco amostras distintas de NAC e CAP, respectivamente.
Os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando solu¢des padrao
dos respectivos analitos na mesma concentragéo, TABELA 5.4 e 5.5.
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TABELA 5.4. Resultados do estudo de adicdo e recuperacdo de NAC adicionada a

cinco amostras comerciais empregando o sistema em fluxo (n = 3)

NAC / 10“4mol L1

Amostras Recuperado / %
Adicionado Encontrado
1,00 1,03 £ 0,02 103,0
A 5,00 5,02 £ 0,03 100,4
8,00 8,08 + 0,08 101,0
1,00 1,01 + 0,02 101,0
B 5,00 4,98 + 0,03 99,6
8,00 8,06 + 0,04 100,8
1,00 1,03 £ 0,05 103,0
C 5,00 4,45+ 0,01 105,0
8,00 8,10 + 0,02 101,3
1,00 1,01 + 0,05 101,0
D 5,00 4,78 +£ 0,03 95,6
8,00 8,15+ 0,02 101,9
1,00 1,05+0,01 105,0
E 5,00 4,85+ 0,03 97,0
8,00 7,92 + 0,02 99,0
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TABELA 5.5. Resultados do estudo de recuperacdo de CAP adicionada a cinco

amostras comerciais (n = 3)

CAP /10*mol L

Amostras Recuperado / %
Adicionado Encontrado
1,00 0,93 + 0,05 93,0
A 5,00 5,01 + 0,02 100,2
8,00 8,06 + 0,08 100,8
1,00 1,02 + 0,02 102,0
B 5,00 4,98 + 0,03 99,6
8,00 7,96 + 0,04 99,5
1,00 1,03 £ 0,05 103,0
C 5,00 4,65 + 0,01 93,0
8,00 8,05+ 0,03 100,6
1,00 0,96 + 0,05 96,0
D 5,00 4,88 + 0,03 97,6
8,00 8,05+ 0,05 100,6
1,00 1,03 £ 0,02 103,0
E 5,00 4,95 + 0,03 99,0
8,00 7,96 £ 0,01 99,5

Os valores percentuais de recuperacao variaram entre 95,6 e 105%

para CAP e 93,0 e 103,0 % para NAC, sugerindo assim auséncia de interferéncia da

matriz no procedimento proposto.

77



5.2.5. Estudo da repetibilidade dos sinais analiticos e frequéncia de

amostragem

Avaliou-se a repetibilidade dos sinais analiticos do procedimento em
fluxo desenvolvido para concentracdes de solucdo padrdo de 5,0 x 104 e 1,0 x 103
mol L'* de NAC e CAP (FIGURAS 5.8 e 5.9).
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FIGURA 5.8. Estudo da repetibilidade para solucdes de referéncia de NAC nas
concentragées de (a) 5,0 x 10% e (b) 1,0 x 103 mol L'Y(n = 10), A = 525nm.
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FIGURA 5.9. Estudo da repetibilidade para solu¢des de referéncia de CAP nas
concentracdes de (a) 5,0 x 104 e (b) 1,0 x 10* mol L (n = 10), A = 525nm.
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Nos estudos de repetibilidade obteve-se desvios padrdo relativos
(RSD) de 0,5 e 0,9% para as concentracdes a e b de CAP, e DPR de 0,3 e 1,3%
para as respectivas concentracbes de NAC. O procedimento proposto apresentou
uma frequéncia de amostragem de 96 e 108 determinacfes por hora para NAC e
CAP.

5.2.6. Curva Analitica

As curvas analiticas obtidas empregando o sistema FIA desenvolvido
para a determinacdo de NAC e CAP podem ser visualizadas nas FIGURAS 5.10 e
5.11
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FIGURA 5.10. Curva analitica para a determinagcéo de CAP.
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FIGURA 5.11. Curva analitica para a determinacéo de NAC.

A curva analitica para a determinacédo de CAP foi linear no intervalo de
concentracbes de 1,0 x 10% e 3,0 x 102 mol Lt (A = - 0,00927+ 93,56 C; r = 0,999
onde A é a absorbancia e C a concentracdo de captopril em mol L) e apresentou
um limite de deteccdo de 2,2 x 10® mol L' (trés vezes o desvio padrdo do
branco/inclinacdo da curva analitica). Ja para a determinacdo de NAC obteve-se
uma curva analitica linear para o intervalo de 1,0 x 104 e 1,0 x 103 mol L (A = -

0,0022 + 363,55 C; r = 0,999 e apresentou um limite de deteccéo de 6,2 x 10°mol L
1

Os sinais transientes obtidos em triplicatas das solu¢cdes padrao e das

amostras de NAC e CAP sao apresentados nas Figuras 5.12 e 5.13.
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FIGURA 5.12. Sinais transientes obtidos na determinacdo das solucdes padrao de

1a7(1,0x10%*a3,0x10° mol L?) e amostras de CAP (a - f).
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FIGURA 5.13. Sinais transientes obtidos na determinagéo das solucdes padréo de 1

a7(1,0x10%a 1,0 x 1023 mol L) e amostras de NAC (a - g).
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5.2.7. Determinacé&o da concentracao dos analitos nas amostras

O método proposto foi aplicado nas determinacdes de NAC e CAP em
formulacbes farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados com aqueles
obtidos empregando o método de referéncia baseado na titulagdo potenciométrica

descrito na literatura. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 5.6 e 5.7.

TABELA 5.6. Determinacdo de CAP em formulacdes farmacéuticas empregando o
sistema FIA proposto e o método referéncia®® (n = 3)

CAP / mg Erro
Amostras
Referéncia Proposto Er/ %
A 24,8 +0,7 255+0,6 2,8
B 51,1+0,5 49,4 +0,9 -3,3
C 26,2+0,8 25,8+0,5 -1,5
D 12,1+0,1 12,1+0,2 0,8
E 12,9+0,3 12,2+0,4 -5,4
F 25,6+0,1 255+0,2 -0,4

Er = erro relativo entre o procedimento proposto e o método de referéncia.
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TABELA 5.7. Determinacdo de NAC em formulacfes farmacéuticas empregando o

sistema FIA proposto e 0 método comparativo (n = 3)

NAC / mg Erro
Amostras
Referéncia Proposto Er/ %
A 95,5+0,7 94,6 £ 0,6 -1,1
B 105,4 £ 0,5 106,6 £ 0,9 11
C 669,1 +£0,8 679,3+0,9 1,5
D 1994+0,1 197,7+0,2 -0,9
E 8,0+0,3 8,1+04 1,3
F 39,7+0,1 38,8 +0,2 -2,3
G 9,9+0,2 9,8 £0,2 -1,0

Er = erro relativo entre o procedimento proposto e o método de referéncia

O teste t-pareado foi aplicado aos resultados obtidos e valores de
tcalculado de 0,332 e 0,343 menores que o0 valor de tabelado (3,182) e (3,475) indicando
gue os valores entre os métodos ndo apresentaram diferencas significativas a um

nivel de confianca de 95%.

5.3. Determinacdo fotométrica de acido L-ascorbico utilizando

minifotdmetro lab-made e LTCC em formulagfes farmacéuticas

5.3.1. Estudos preliminares: avaliacdo da degradacé&o de AAc

O AAc é facilmente degradado pela acdo do oxigénio dissolvido, como
discutido por BULATOV et al.”®. Para evitar este efeito, todas as solucdes foram

desaeradas por meio do borbulhamento de nitrogénio por 20 minutos.
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5.3.2. Estudo dos parametros do reator em fase sélida

O reator em fase sélida (RFS) utilizado neste trabalho foi
confeccionado em tubos de PTFE com diametro interno de 1,8 mm para diminuir a

pressdo hidrodindmica no sistema em fluxo.

Foram estudados alguns parametros, tais como: proporcao entre

(Cus(POa)2) e poliuretana; tamanho das particulas, comprimento do reator.

A proporgédo entre o sal Cus(POa4)2 e a poliuretana foi avaliada nas
seguintes proporcdes: 1:3; 1:5 e 1:7 m/m em tubos de PTFE (50 mm x 1,8 mm d.i.)
para verificar o efeito deste parametro sobre o sinal analitico. Nestes estudos foram
empregadas solucdes padrdo de AAc 5,0 x 10°° mol L e de batocuproina 1,5 x 10
mol L as quais foram mantidas constantes. A FIGURA 5.3.2.1, mostra os resultados

obtidos neste estudo.
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FIGURA 5.14. Estudo da proporgéo sal Cus(PO)s/poliuretana para uma solugéao
padrédo de AAc 5,0 x 10°° mol L e batocuproina 1,5 x 102 mol L'1. Reator em fase
sélida (RFS) com dimensdes: 50 mm x 1,8 mm d.i.. Tamanho de particula entre 250-
350 pm.

Utilizando-se as soluc¢des padréo de AAc e batocuproina citadas acima,
observou-se um decréscimo do sinal analitico com o aumento da proporcdo da
resina poliuretana. Proporcdes inferiores a 1:3 (sal:resina) ndo foram estudados,

pois, ndo foi possivel obter uma mistura efetiva entre o composto de cobre e a
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resina. Assim a proporcao selecionada foi de 1:3 (m/m) entre o composto de cobre e

resina poliuretana.

Depois de selecionada a proporcao sal:resina (m/m) foi estudada a
granulometria das particulas em quatro faixas (<106; 106-250; 250-350 e 350-500

um) utilizando peneiras granulométricas para a separacdo (FIGURA 5.15).

0,18

+/I
0,16

Absorbancia
o
H
N
T

o

[N

N
T

0,10} .
x<0,106 0,25<x<0,106  0,25<x<0,35
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FIGURA 5.15. Estudo do tamanho das particulas do reator em fase sélida (RFS).
Solucdes padrées empregadas: AAc 5,0 x 10 mol L e batocuproina 1,5 x 10~ mol
L-1. RFS (1:3, sallresina) e dimensdes: 50 mm x 1,8 mm d.i..

Particulas de tamanho inferior a 106 um ndo foram utilizadas por
levarem a um aumento da pressdo hidrodindmica do sistema em fluxo. Outrora,
particulas de diametros entre 350-500 um apresentaram maiores desvios padrédo
nas medidas, possivelmente por favorecer a dispersdo da amostra devido aos
espacos vazios (lacunas) existentes quando se empregam estas particulas. Sendo
assim, selecionou-se particulas com diametro de 106-250 um por proporcionarem
maior sinal analitico e menor desvio padrao entre as medidas, como visto na Figura

5.15.

Na Figura 5.16 s&do apresentados os resultados obtidos devido a

influéncia do comprimento do reator em fase soélida (3, 5, 7 e 9 cm) no sinal analitico.
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FIGURA 5.16. Estudo do comprimento do RFS. Soluc¢des padrdo empregadas: AAC
5,0 x 10°° mol L* e batocuproina 1,5 x 10 mol L -1. RFS (1:3, sal/resina). Tamanho
de particula entre 106-250 pm.

Como esperado, o reator com comprimento de 3 cm apresentou menor
sinal analitico, provavelmente devido ao menor tempo de residéncia da amostra no
mesmo, diminuindo assim o tempo de contato entre o analito e o0 reagente
(Cus(POa)2) imobilizado na resina poliuretana, além de apresentarem um significativo
desvio padrédo nas medidas. Como pode ser observado, o reator que apresentou
maior sinal analitico foi o de 7 cm, sendo este selecionado para os trabalhos
posteriores. Reatores de comprimentos maiores que 9 cm néo foram estudados por
apresentarem maior dispersdo da amostra, diminuindo-se assim os sinais analiticos

0 que poderia acarretar em uma menor sensibilidade do método.

5.3.3. Estudos dos parametros em fluxo

Os parametros do sistema em fluxo foram otimizados de forma
univariada e os resultados foram avaliados em termos de sensibilidade e frequéncia

analitica.

O volume da amostra ou do padréo foi determinado através do tempo
de acionamento da vélvula (Vi), Figura 5.3.3, visto que o volume é diretamente
proporcional ao tempo de acionamento da valvula. Os tempos estudados neste
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experimento foram de 5, 10, 15 e 20 s que correspondem a volumes de 21, 42, 62 e

83 uL de amostra ou padréo respectivamente.
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FIGURA 5.17. Estudo do tempo de acionamento da valvula vl (amostra ou padrao).
Solugdes padrdes empregadas: AAc 5,0 x 10° mol L e batocuproina 1,5 x 103
mol L. RFS (1:3, sal:resina) e dimensdes: 70 mm x 1,8 mm d.i.. Tamanho de
particula entre 106-250 pum.

Como pode ser observado na Figura 5.17, o aumento no tempo de
acionamento da valvula vi (valvula do AAc) aumenta o sinal analitico de forma
significativa até 10 s (42 pL), como é esperado, pois uma maior quantidade do
analito estd sendo introduzida no reator. Porém, a partir de 10 s observa-se um
decréscimo no sinal analitico. Desta maneira foi selecionado o tempo de 10 s, que €

suficientemente curto, permitindo obter uma boa frequéncia analitica.
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5.3.4. Efeito da concentracdo da batocuproina

O efeito da variacdo de concentracdo do reagente batocuproina (batocup),
FIGURA 5.18 foi investigado na faixa de concentracéo de 1,0 x 10* a 5,0 x 102 mol

L1 para uma solucédo de AAc 1,0 x 103 mol L2,
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FIGURA 5.18. Efeito da variacdo da concentracdo da batocuproina: [AAc] = 1,0 x 10
3 mol L1, RFS (1:3, sal/resina) e dimensdes: 70 mm x 1,8 mm d.i.. Tamanho de
particula entre 106-250 pum.

Como pode ser observado na Figura 5.18 a concentracdo de
batocuproina que apresentou maior absorbancia foi 1,0 x 10 mol L, sendo este

selecionado para experimentos posteriores.

5.3.5. Interferentes em potencial e teste de recuperacao

O efeito de possiveis interferentes na determinacao espectrofotométrica de

AAc em formulacbes farmacéuticas foi avaliado considerando os principais
excipientes (concomitantes) presentes nas formula¢gdes farmacéuticas, TABELA 5.8.
Estes foram avaliados em propor¢cdes 10:1 (excipiente:AAc) em relacdo a uma
solucdo padrdo de 3,0 x 10* mol L' de AAc. Os excipientes que apresentaram
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interferéncias maiores que 10% foram avaliados novamente, desta vez utilizado

proporces menores de 1:1 e 1:10.

TABELA 5.8. Estudos dos possiveis interferentes na determinacéo fotométrica de
AAc em formulacfes farmacéuticas

Excipiente Razao / (excipiente:AAC) Interferéncia (%)
ac. citrico 10:1 4,21
aspartame 10:1 1,39
celulose cristalina 10:1 -4,80
glicose 10:1 3,58
polietileno glicol 10:1 -1,57
_ 10:1 10,37
sacarina
1:1 -1,90
10:1 10,62
sacarose
1:1 -1,17
sorbitol 10:1 5,11
. 10:1 29,51
sulfato de zinco
1:1 9,00
tartrazina 11 22,60
1:10 -1,60

Como pode ser observado na TABELA 5.8, a adicdo de polietileno
glicol, sorbitol, celulose cristalina, acido citrico, glicose, sacarose e aspartame em
concentracfes 10 vezes superior a concentracdo de AAc causou interferéncias
inferiores a 6,0 % utilizando o procedimento desenvolvido. Sacarina e sulfato de
zinco apresentaram interferéncias de -1,17% e 9,00% apenas quando a propor¢cao
foi de 1:1. A adicéo de sulfato de zinco (ll) ocasionou uma interferéncia superior a
10,00 %, pois 0 mesmo apresenta propriedades redutoras e juntamente com o cobre
(I) imobilizado no reator em fase soélida reduzindo este efeito gerando uma

interferéncia positiva significativa para os niveis mostrados na Tabela 5.8.

Contudo a tartrazina (corante amarelo) apenas em concentracao de 3,0
x 10° mol L (10 vezes menor) possibilitou uma menor interferéncia espectral.

Entretanto vale salientar que este corante, quando presentes nas amostras em
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concentracdes préximas ou abaixo de 3,0 x 10-° mol L** ndo ocasionou interferéncias

significativas para a determinacdo de AAc como apresentados nos estudos

subsequentes.

Foi realizado o teste de adicdo e recuperacdo para avaliar os efeitos da

matriz sobre as amostras analisadas pelo método proposto. Para isto, trés aliquotas

de solucdes padrdo de AAc de concentracOes diferentes foram adicionadas a trés

amostras de formulacdes farmacéuticas e os resultados obtidos estdo apresentados

na TABELA 5.9.

TABELA 5.9. Teste de adicdo e recuperacdo de AAc nas amostras analisadas

(n=3)
Acido L-ascérbico (mg L)’
Amostras Recuperacéo (%)
Adicionado Recuperado
17,6 17,0+ 0,0 96,0
Al 35,2 37,0+0,6 105,0
88,1 88,4+0,9 100,3
17,6 16,9+ 0,6 95,7
A2 35,2 33,0+0,5 93,6
88,1 88,1+0,6 100,0
17,6 18,5+ 0,6 105,0
A3 35,2 34,8+0,2 98,9
88,1 88,2+0,7 102,2

*As medidas foram realizadas em 472 nm.

Como pode ser visto na TABELA 5.9, as recuperacdes variaram 93,6 a

105,0%. Estes resultados sugerem auséncia do efeito matriz na determinacdo de

acido ascoérbico nas amostras analisadas, corroborando o que foi discutido

anteriormente.
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5.3.6. Curva analitica

Apbs as otimizacbes dos parametros fisicos e quimicos do sistema em
fluxo proposto para a determinagéo de AAc em formulagdes farmacéuticas utilizando
RFS, microssistema analitico LTCC e minifotdbmetro lab-made o sistema proposto foi

aplicado em amostras farmacéuticas.

A curva analitica (FIGURA 5.19) do AAc foi obtida a partir de
determinacdes repetidas (n=5) utilizando solucdes padrdes preparadas por diluicbes

apropriada de uma solucéo estoque de AAc de concentragdo 1,0 x 10 mol L.
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FIGURA 5.19. Curva analitica para a determinacdo de AAc. Medidas realizadas em
472 nm. Batocuproina = 1,0 x 10 mol Lt. RFS (1:3, sal/resina) e dimensdes: 70
mm x 1,8 mm d.i.. Tamanho de particula entre 106-250 pum.

O sistema proposto apresentou um faixa linear de trabalho de 8,5 x
10%a 7,0 x 10* mol L™ (A = 0,003 + 397,180 C; r = 0,9999 onde A é a absorbancia

e C a concentracdo de AAc em mol L),

Os valores de LOD e LOQ foram de 7,0 x 107 e 2,3 x 10 mol L%,
respectivamente. Estes resultados foram bastante satisfatorios, principalmente

devido a boa sensibilidade analitica para este procedimento.
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5.3.7. Estudo da repetibilidade dos sinais analiticos e frequéncia de

amostragem

O estudo de repetibilidade pode ser visto na Figura 5.3.7, e foi avaliado
utilizando uma solucéo padrdo de acido L-ascérbico de concentragdo 2,0 x 10 mol
L. Foi obtido um desvio padrdo relativo de 2,1% (n=10). A frequéncia de

amostragem para o procedimento em fluxo desenvolvido foi de 120 determinag¢des

por hora.
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FIGURA 5.20. Estudo da repetibilidade da solucdo de AAc 2,0 x 10“ mol L.
Medidas realizadas em 472 nm. Batocuproina = 1,0 x 10° mol L. RFS (1;3,
sal/resina) e dimensfes: 70 mm x 1,8 mm d.i.. Tamanho de particula entre 106-250
pm (n = 10).
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Um resumo dos parametros de desempenho € apresentado na
TABELA 5.3.7.1.

TABELA 5.10. Resumos com os parametros de desempenho para a determinagéo
de AAc

Parametros de desempenho Resultados
equacao da curva A = (0,003 +0,001) + (397,2 +£ 0,001) x [AAc]’
faixa linear 8,5x10%—-7,0x10“ mol L™
limite de detecéo (LD) 7,0 x 107" mol L™
limite de quantificacéo (LQ) 2,3 x10°mol L™
repetibilidade (RSD, n =10) 2,1%

TAAc] / mol L1

5.3.8. Aplicacgbes

O procedimento proposto foi aplicado para a determinacdo de AAc em
trés amostras comerciais de acido ascoérbico adquiridas no comércio local. Os
resultados obtidos foram comparados com o método recomendado pela
Farmacopéia Brasileira e sdo mostrados na TABELA 11.

O teste-t pareado foi utilizado para avaliar o nivel de similaridade entre
as duas medidas a um nivel de confianca de 95%.

93



TABELA 5.11. Determinacdo de acido ascorbico em formulacbes farmacéuticas
empregando-se o sistema FIA proposto e o método iodimétrico utilizado como
referéncia®

Amostras lodimétrico / (mg) Proposto / (mg) Er (%) Test-t2
Al 938+ 7 921 +0 -1,8 1,6
A2 905+ 8 905+ 4 0,0 0,1
A3 466 £ 7 464 + 7 -0,5 0,5

aTeste-t pareado (2, 2, 95 %) = 4.3, comn = 3.
Er = erro relativo entre o procedimento proposto e o método de referéncia.

Os valores obtidos pela aplicacdo do teste t-pareado sdo menores que
o valor critico tabelado indicando que ndo ha diferenca significativa entre os

resultados obtidos por ambas as técnicas a um nivel de confianca de 95%.

5.4. Determinacédo fotométrica de adrenalina e dopamina utilizando

minifotdmetro lab-made e LTCC em formulagfes farmacéuticas

Os estudos realizados no desenvolvimento desse procedimento foram
feitos de forma univariada, sempre buscando a melhor relacdo entre a magnitude
dos sinais analiticos, precisdo nas medidas, estabilidade da linha de base e
frequéncia de amostragem. A temperatura foi controlada em 25°C durante toda a

fase de otimizacdo do sistema proposto.

Para os estudos envolvendo as determinagdes de adrenalina (ADN) e
dopamina (DPN) alguns parametros como: tipo de tampéo utilizado, faixa de pH,
vazao da solucéo transportadora, tempo de acionamento da valvula da amostra e

tamanho do reator foram avaliados.

Foram estudados 3 sistemas tamponantes distintos: tampéao acetato na
faixa de 4,1 a 5,8; fosfato de pH 6,0 e 8,0 e tris na faixa de pH entre 7,0 e 9,0. Entre
os tipos de tampdes e valores de pH avaliados, aquele que foi mais adequado para

ADN e DPN foi tampé&o fosfato em pH 7,0.
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Estudos referentes a vazao da solucdo transportadora (solucdo de
tampao fosfato pH = 7,0) foram executados com a finalidade de obtencdo de um
maior sinal analitico para ambos os analitos estudados e trés tempos distintos de
acionamento das valvulas foram utilizados 10, 20 e 30 s. Os resultados para os
ambos analitos variando os parametros de vazdo sao apresentados nas
FIGURAS 5.21 e 5.22.
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FIGURA 5.21. Estudo da vazdo da solugdo transportadora (solucdo de tampao

fosfato pH = 7,0). Concentracédo do padrdo de ADN = 1,0 x 10 mol Lt. Dimensdes
do reator em fase sélida (RFS): 50 mm x 1,5 mm d.i..
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FIGURA 5.22. Estudo da vazédo da solugcédo transportadora (solucdo de tampéo
fosfato pH = 7,0). Concentracéo do padrdo de DPN = 1,0 x 10 mol L%. Dimensées
do reator em fase solida (RFS): 50 mm x 1,5 mm d.i..
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Como pode ser observado, a vazdo de 1,6 mL min? apresentou o
maior sinal analitico, dessa forma foi vazéo selecionada. O tempo de abertura das
valvulas foi avaliado e os melhores resultados foram obtidos para tempos de

abertura de 20 s.

Uma vez selecionada a vazao da solucao transportadora e o tempo de
acionamento da valvula, foi realizado o estudo do comprimento do reator em fase
sélida para ambos os analitos, sendo o0s parametros apresentados nas
FIGURAS 5.23. e 5.24.
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FIGURA 5.23. Avaliacdo do comprimento do reator em fase solida. Solucao
transportadora (solucdo de tampao fosfato pH = 7,0). Concentracdo do padrao de
ADN = 1,0 x 10" mol L. Vazéao da solucéo transportadora = 1,6 mL min™,
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FIGURA 5.24. Avaliagdo do comprimento do reator. Solucdo transportadora (solugao
de tampdo fosfato pH = 7,0). Concentracdo do padrdo de DPN = 1,0 x 103 mol L.
Dimensodes do RFS.

Como pode ser visto nas FIGURAS 5.23 e 5.24, o tamanho do reator
gue possibilitou a aquisicdo de um maior sinal analitico foi o0 de 3 cm para ambos os
casos. Comprimentos de reatores maiores apresentaram um decréscimo gradativo

do sinal analitico, provavelmente devido a efeitos de dispersao.

Os parametros estudados e otimizados foram utilizados para a
construcdo das curvas analiticas. Abaixo nas FIGURAS 5.25 e 5.26 séo
apresentadas as curvas analiticas obtidas para a determinacdo das catecolaminas
estudadas neste trabalho.
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FIGURA 5.25. Curva analitica obtida para a determinacdo de ADN. Condicdes
utilizadas: Solugao transportadora (tampéao fosfato pH = 7,0). Dimens6es do RFS: 30
mm x 1,5 mm d.i..
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FIGURA 5.26. Curva analitica obtida para a determinacdo de DPN. Condicdes
utilizadas: Solucgao transportadora (tampao fosfato pH = 7,0). Dimensdes do RFS: 30
mm x 1,5 mm d.i..
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Uma faixa linear de trabalho de 3,0 x 10°a 1,0 x103 mol L™ (A = 3,92
x 104 + 245,8 C; r = 0,9997 onde A é a absorbancia e C a concentracdo de ADN em
mol L), limite de deteccédo e quantificacdo de 6,2 x 10® e 2,0 x 10°°mol L foram

obtidos para a determinacdo de ADN.

No procedimento proposto para a determinagdo de DPN foram obtidos os
seguintes parametros: curva analitica de 5,0 x 10™° — 3,0 x1072 mol L™ (A = 7,67 X
104 + 100,3 C; r = 0,999 onde A é a absorbancia e C a concentracdo de DPN em
mol L%); limite de deteccdo e de quantificacdo 1,5 x 10° e 4,9 x 107,

respectivamente.

A TABELA 5.12 apresenta os parametros avaliados e os selecionados
na otimizacdo do sistema em fluxo para a determinacdo de adrenalina (ADN) e

dopamina (DPN) em formulacdes farmacéuticas.

TABELA 5.12. Parametros avaliados na otimizacdo do sistema em fluxo para a
determinacao de adrenalina e dopamina empregando o sistema FIA proposto

Parametros Faixa estudada Selecionado
pH (tampéo fosfato) 5a9 7
vazdo da solucdo transportadora / mL min-?t 1,3a4,0 1,6
tempo de acionamento da valvula Vi1/ s 10a 30 20
tamanho do reator / cm 3alo 3

5.4.1. Estudos de interferentes em potencial e testes de

recuperacao empregando o microssistema analitico

O efeito de interferentes em potencial na determinagcéo de adrenalina e
dopamina em formula¢cdes farmacéuticas foram avaliados para excipientes
normalmente presentes em amostras comerciais. Nestes experimentos, foram
utilizadas solucées de referéncia das catecolaminas 5,0 x 10 mol L' com cada um
dos possiveis interferentes (EDTA, cloreto de sddio, lactose, sacarose, citrato) em
concentracdes de 5,0 x 10° mol L%, 5,0 x 10“% mol Lt e 5,0 x 102 mol Lt. Nenhuma
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das substancias investigadas causou interferéncias maiores que 5,0 % na

determinacao das catecolaminas.

Nos testes de adicdo e recuperacdo dos analitos, duas concentracdes
diferentes de catecolamina foram adicionadas a trés amostras de formulacdes
farmacéuticas e os resultados comparados com aqueles obtidos apenas com a
solugdo padrdo, nas TABELAS 5.13 e 5.14. As medidas foram realizadas em 472

nmcomn = 3.

TABELA 5.13. Teste de adicdo e recuperacdo de Adrenalina nas amostras
analisadas (n = 3)

Adrenalina / 104 mol L1

Amostras Recuperacéao (%)
Adicionado Recuperado

1,0 1,0+£0,2 100,0
Al

2,5 2,4+0,3 95,8

1,0 1,1+0,2 110,0
A2

2,5 26+0,2 103,8

1,0 09+0,1 90,0
A3

2,5 25+0,2 100,0

TABELA 5.14. Teste de adicdo e recuperacdo de Dopanima nas amostras
analisadas (n = 3)

Dopamina / 10*mol L*

Amostras Recuperacéo (%)
Adicionado Recuperado

1,0 1,1+04 110,0
Al

2,5 2,4+0,6 95,8

1,0 0,9+0,3 90,0
A2

2,5 2,4+0,2 95,8

1,0 1,0+£0,1 100,0
A3

2,5 2,6 +0,2 103,8
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Os valores percentuais de recuperacao variaram entre 90,0 e 110 %
para ambos os analitos, valores estes dentro do recomendado pelas normas
estabelecidas pela Farmacopéia Brasileira, sugerindo auséncia de interferéncia em
potencial na determinacdo das catecolaminas nessas amostras, empregando o

procedimento proposto.

5.4.2. Estudo da repetibilidade dos sinais analiticos e frequéncia de

amostragem

Estudou-se a repetibilidade do procedimento desenvolvido empregando
0 microssistema desenvolvido nas concentracdes de 5,0 x 10* e 1,0 x 10 mol L*
para ambos analitos, adrenalina e dopamina, obtendo-se desvios padréao relativos

menores que 1,8% e frequéncia de 80 determinacdes por hora.

5.4.3. Parametros de desempenho

A TABELA 5.15 apresenta alguns parametros de desempenho do
analisador proposto para a determinacao das catecolaminas (ADN e DPN) utilizando

0 microssistema analitico, reator em fase soélida e o minifotbmetro.

TABELA 5.15. Parametros de desempenho para a determinacédo das catecolaminas
(ADN e DPN) utilizando o sistema proposto

Analitos Faixa dinamica Eq. LOD LOQ

(mol L1) da curva analitica (mol L1) (mol L1)

5 _ -3 - -5
ADN 3,0x10~-1,0x10 A=245,8xC+3,9x10 6.2x10° 2.0x10°

5 _ 3 - 3
DPN 50x10~-3,0x10 A=100,7xC+7,7x10 15x10° 4,9 x 10°

"LOD = limite de deteccéo
"LOQ = limite de quantificacéo
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5.4.4. Aplicacbes

O método proposto foi aplicado na determinacdo de adrenalina e
dopamina em formulagdes farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados
com ao método de referéncia, espectrofotométrico recomendado pelas farmacopéias
brasileira e americana para ADN e DPN respectivamente. As TABELAS 5.16 e 5.17
mostram o0s valores rotulados nos farmacos, referéncia e pelo procedimento

proposto.

TABELA 5.16. Determinagdo de tartarato de adrenalina em formulagdes
farmacéuticas comerciais pelo método proposto e pelo método da farmacopéia
brasileira®, nivel de confianca de 95%, (n = 3)

Adrenalina Erro relativo/%
Amostras P di
Método Oficial rocedimento En
Proposto

A 1,80 + 0,06 1,83 +0,04 1,7
2,2

B 1,82 + 0,03 1,84 £ 0,03
-2,2

C 1,81 +0,01 1,77 + 0,04

Er1 = erro relativo entre o procedimento proposto e o método oficial
*mg mL2.

TABELA 5.17. Determinacdo de cloridrato de dopamina em formulacdes
farmacéuticas comerciais pelo método proposto e pelo método da farmacopéia
americana®, nivel de confianca de 95%, (n = 3)

Dopamina Erro relativo/%
Amostras P di
Método Oficial rocedimento En
Proposto
A 48+0,9 51+0,6 6,3
B 51+04 49+05 2,0
C 50+0,3 50+08 0,0

Er1 = erro relativo entre o procedimento proposto e o método oficial
*mg mL*
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O teste-t pareado foi aplicado para comparar 0 método proposto com
os de referéncia e ndo foram observadas diferencas significativas entre o0s

resultados a um nivel de confianca de 95%.
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CAPITULO VI

6. Consideracdes Finais

Neste trabalho foi desenvolvido um minifotdmetro a base de LED-RGB
e fotodiodo acoplado a um microssistema de analises utilizando ceramicas verdes
(LTCC) e utilizando procedimentos analiticos envolvendo reator em fase solida

aplicados a determinacao de analitos de interesse farmacéutico.

A utilizagéo de LED-RGB e fotodiodo substituiu satisfatoriamente o uso
de espectrofotdmetros comerciais, diminuindo os custos e tornando assim possivel a
implementagdo em laboratérios comercias para analises de rotina, além da

possibilidade de miniaturizacao para desenvolvimento de instrumentacao portatil.

A utilizacdo do minifotbmetro proposto acoplado ao microssistema
analitico LTCC mostrou-se uma alternativa viavel na miniaturizacdo de sistemas

analiticos.

O uso de reator em fase solida acoplados aos métodos automatizados
e 0 microssistema analitico LTCC aqui apresentados mostraram-se capazes de
minimizar o consumo de reagentes, gerando assim menor quantidade de

residuos/efluentes e favorecendo assim a quimica verde.

Os procedimentos desenvolvidos neste trabalho apresentaram boa
frequéncia de amostragem e a possibilidade de portabilidade. Para isto, basta
substituir a bomba peristdltica e o0 microcomputador por microbombas e
microcontroladores, respectivamente. Todos o0s procedimentos aqui descritos
apresentaram resultados concordantes e satisfatérios quando comparados com o0s

métodos de referéncia descritos na literatura.

Pelo exposto nesse trabalho, pode-se concluir que o0s sistemas
analiticos junto com o minifotdmetro, reator em fase soélida e microssistema analitico
(LTCC) apresentaram uma elevada versatilidade e robustez, podendo ser aplicado a
outras determinagBes sem grandes mudancas em sua configuracao fisica, além da

possibilidade de aplicacdo utilizando outras técnicas de deteccdo. Assim, a
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metodologia e os sistemas desenvolvidos sdo alternativas vidveis e econémicas
para a determinacdo de analitos de interesse farmacéutico, com a possibilidade de

ser aplicado a outros tipos de amostras.
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CAPITULO VII

7. Atividades Futuras

Algumas idéias foram surgindo durante a execucdo desse trabalho de

doutorado.

No inicio das atividades ainda néo tinhamos a experiéncia em trabalhar com
microssistemas de analiticos (LTCC). Por isso, optamos iniciar utilizando uma
configuracdo simples de analisador por injecdo em fluxo (FIA) com injetor
comutador. Terminado esse experimento resolvemos substituir o injetor comutador
por valvulas solendides de trés vias tornando-o assim o analisador mais automatico.
Por isso, como proposta futura pretende-se substituir as valvulas solendides por
microbombas e o computador por microcontroladores PIC tornando-os mais robusto

e versatil podendo assim fazer analises in-locu e in situ.

Pretende-se também implementar pastas resistoras ao LTCC que permitira
trabalhar com reacdes que necessitem ser catalisadas por aquecimento. Outra
possibilidade € de acoplar ao LTCC eletrodos para que se possa realizar medidas

eletroquimicas.
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