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“O Homem é do tamanho do seu sonho.”

Fernando Pessoa

“O estudo, a busca da verdade e da beleza s&o
dominios em que nos é consentido sermos
criangas por toda a vida."

Albert Einstein

“O meu maior projeto é o préximo.”
Frank Lloyd Wright
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RESUMO

Para aumentar o nivel de automatizacdo no desenvolvimento de procedimentos analiticos
em sistemas de analises por injecao sequencial foi proposta uma rotina em linguagem
QuickBasic que permitia incorporar a etapa de otimizagdo multivariada como uma das
etapas do processo analitico, simplificando o gerenciamento do sistema. A rotina foi
desenvolvida para sistemas de analises por injecdo sequencial, uma vez que esta estratégia
de analises em fluxo pode executar diferentes procedimentos sem reconfiguragdo do
sistema. O processo automatizado de otimizacao, calibracido e medida foi aplicado para as
determinagbes espectrofotométricas de ferro total e de captoprii em medicamentos,
empregando os métodos da 1,10-o-fenantrolina e do acoplamento com o radical
iminoquinona, respectivamente. Para rotina de otimizacado desenvolvida foi selecionado o
sinal liquido como resposta e a intervencdo do operador se restringiu a selecionar as
variaveis do sistema sob otimizagao, definir os dominios experimentais de cada variavel e
escolher o desenho experimental a ser executado. Entretanto, caso as condigbes 6timas
nao fossem encontradas no dominio experimental selecionado a rotina foi programada de
modo a sugerir ao operador os deslocamentos que deveriam ser feitos nos dominios
experimentais. Os fatores investigados para a determinacao de ferro total em amostras de
fortificantes foram os volumes amostrados dos reagentes e a vazado da solugao
transportadora, enquanto que para o captopril foram investigados os volumes amostrados
dos reagentes, a acidez da solugao do oxidante e da solu¢gdo da amina aroméatica, além da
vazdo da solucdo transportadora. Nas condigdes otimizadas os graus de sopreposigdo de
zonas para ambos os procedimentos variaram entre 0,79 e 1, indicando a eficiente mistura
das solu¢cdes das amostras e reagentes no percurso analitico. O procedimento SIA
otimizado para a determinacdo do teor de ferro total em fortificantes apresentou baixa
dispersao (<2%), limite de quantificagdo de 1,43 mg L', com consumo de 0,7 mg de 1,10-0-
fenantrolina e 6 mg de acido ascorbico por determinagdo. A freqliéncia analitica foi de 60
determinagdes h™' e os resultados obtidos para diferentes amostras de fortificantes foram
comparados com o mesmo método em batelada e nao apresentaram diferengas
significativas para 95% de confiabilidade. Trinta determinac¢des de captopril em produtos
farmacéuticos por hora de trabalho foram executadas pelo procedimento de analise por
injecao sequencial otimizado consumindo 0,15 mg de sulfato de N-N-dimetil-p-fenilodiamina
(DMPD) e 4 mg de FeCls.6H,0 por determinag&o. Faixa linear de trabalho entre 2,65 e 100
mg L e boa precisdo (ca. 1%) foram também obtidas. Os teores de captopril em amostras
de produtos farmacéuticos foram determinados pelo procedimento proposto e os resultados,
quando comparados com o método iodométrico de referéncia, ndo apresentaram diferengas
significativa para 95% de confiancga.

Palavras chaves: Otimizacao multivariada, Analise por Injecdo Sequencial, Automatizacao
de procedimentos analiticos, Analise de farmacos, Determinagcdo de ferro total,
Determinagao de captopril



ABSTRACT

A QuickBasic routine was proposed to increase the automatization in the development of
analytical process for sequential injection analysis system in order to permit the inclusion of
multivariated optimization as one of the steps of analytical process leading to simplify the
system management. The routine was developed for sequential injection analysis once this
flow analysis strategy can perform diverse analytical procedures in the same manifold. The
automatized process for optimization, calibration and measurement was applied to determine
the total iron concentration in pharmaceutical formulations by 1,10-o-phenantroline
spectrophotometric method, as well as captopril in pharmaceutical formulations based on
coupling reaction with iminoquinone radical. Sensitivity (net signal) was selected as
dependent parameter for the optimization step and the analyst action was limited to select
the parameters to be optimized and the experimental design to be used as well to define the
experimental domains of all parameters. A decision of the analyst was also expected in the
cases where the optimal conditions were not attained in the domains previously selected
and, once new domains are suggested by the software, a new sequence of experiments will
be carried out with human agreement. Aliquots volumes of reagents and carrier solution flow
rate were the parameters evaluated for total iron determination in supplements, while the
acidity and volumes of reagents solutions and the flow rate of carrier solution were optimized
for captopril determination flow procedure. For both analytical procedures in the optimized
conditions the index of zone overlapping was varied from 0.79 and 1, suggesting an efficient
mixture of solutions in the analytical path. The optimized SIA procedure for total iron
determination in supplement samples has low dispersion (<2%), limit of quantification of 1.43
mg L, leading to consume 0.7 mg of 1,10-o-phenantroline and 6 mg of ascorbic acid per
determination. An analytical throughput of 60 determinations h”' was estimated and no
significant difference (95% confidence level) was observed by comparing the results
obtained by the flow method in optimized conditions and those obtained by the
spectrophotometric procedure in batch mode. Thirty captopril determinations in
pharmaceutical formulations per hour were carried out by employing the optimized sequential
injection analysis procedure, consuming 0.15 mg of N,N-dimethyl-p-phenylenediamine
(DMPD) and 4 mg of FeCls.6H,0. Linear range from 2.65 to 100 mg L™ with high precision
(ca. 1%) was also obtained and no significant differences (95% confidence level) were
observed by comparing the optimized flow procedure with the iodometric reference method.

Key words: Multivariated optimization, Sequential Injection Analysis, Analytical procedures
automatization, Pharmaceutical formulations analysis, Total iron determination, Captopril
determination
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1- Introducgao

1.1 — Automacao de processos analiticos

A Quimica Analitica tem experimentado uma grande evolugédo e diversificagdo ao
longo dos ultimos anos e sua definicdo vem se tornando cada vez mais abrangente. No
panorama atual, a Quimica Analitica é essencialmente uma ciéncia metrolégica que
desenvolve, aperfeicoa e aplica ferramentas quimicas (reagentes e reagdes), bioquimicas
(enzimas imobilizadas e imunoensaios), fisicas (fontes de laser e equipamentos diversos),
matematicas (tratamentos estatisticos), l6gicas (software) e bioldgicas (biossensores) para
producdo de informagdes qualificadas, visando resolver problemas cientificos, técnicos,
econdmicos e sociais (Valcarcel, 2000).

Nesse contexto, o quimico analitico deve estar preparado para o progresso em
outros campos cientificos e deles extrair o que ha de valioso para atingir os objetivos da
Quimica Analitica (Gutz, 1985). Desde a década de 1980, os maiores impactos tém sido
observados nos ramos da fisica e da ciéncia da computacdo, devido ao custo decrescente e
a capacidade crescente dos microcomputadores.

A automatizacdo, miniaturizagdo e simplificagdo sio trés tendéncias da Quimica
Analitica Moderna, todas coerentes com os avangos cientificos e tecnoldégicos. Seus
objetivos sdo a redugado (i) da intervengdo humana; (ii) do tamanho de instrumentos e
dispositivos; e, (iii) do trabalho do processo (Valcarcel & Cardenas, 2000).

A automatizagao implica em substituicdo parcial ou completa da participacdo humana
em uma operagdo ou numa sequéncia de operacdes (Valcarcel & Cardenas, 2000). O
objetivo da automatizagédo na Quimica Analitica compreende a tomada de decisdo baseada
em informacdes consistentes e representativas, a melhoria da produtividade e a redugao
dos riscos para os operadores e 0 meio ambiente. A automatizagdo deve ser explorada no

sentido de permitir avangos na quantidade e qualidade dos resultados analiticos obtidos, o



que implica na melhoria das caracteristicas analiticas (exatidao, precisao, reprodutividade,
etc).

A automatizagao apresenta diversas vantagens como:

* Ampliagdo do campo de aplicagdo da Quimica Analitica: abordagem de novos
problemas e processos analiticos que nao poderiam ser empregados sem
substituicdo humana;

» Minimizacao de erros aleatérios, devido a intervengao humana;

» Estimulo a qualificagdo profissional para a execugao de trabalhos mais criativos,
além de supervisao e controle;

» Possibilidade de redugao de custos;

» Seguranca do operador e do meio ambiente, uma vez que a automatizagao substitui
a intervencdo humana na realizagdo de procedimentos de risco e, na maioria das
vezes, reduz o consumo de reagentes e a produgao de residuos.

Porém, €& necessario alertar para algumas desvantagens da automatizagcdo de
procedimentos de analises quimicas. Muitas vezes os equipamentos que substituem as
atividades humanas sao vendidos pelo fabricante como “caixas pretas” e o usuario
desconhece ou ndo entende de forma plena o seu funcionamento, podendo utiliza-lo em
condicbes inadequadas ou explorando o minimo da capacidade destes dispositivos. Isso
pode provocar um distanciamento entre o operador e o experimento. Esse distanciamento,
aliado a facilidade de geracgao de resultados (informagdes) pelo sistema automatizado, pode
acarretar na reducao do senso critico, visto que o analista pode confiar cega e totalmente no
sistema e ndo interpretar adequadamente os dados gerados no processo. Vale ressaltar,
que mesmo diante de um sistema automatizado ou até mesmo automatico, a Quimica e a

realidade no contexto do problema analitico nunca devem ser desconsiderados.



1.2 — Sistemas de Analises por Injecdo Sequencial (SIA)

Em diferentes areas tem-se observado um aumento significativo na demanda por
métodos analiticos que fornegam resultados rapidos e confiaveis, com um menor consumo
de reagentes e amostras e menor geracao de residuos. A procura por procedimentos que
eliminem ou reduzam significativamente a geracao de residuos, bem como a substituicao de
reagentes téxicos ao ambiente por outros menos agressivos sdo os alicerces para insergéo
da Quimica Analitica nos principios da Quimica Verde (Winterton, 2000).

Em 1957 foi proposta por Skeggs (1957) a Analise em Fluxo Continuo Segmentado
(SCFA), na qual uma zona composta por amostra e reagentes era inserida entre bolhas de
ar, visando reduzir o consumo de amostras e reagentes, mas garantindo a plena a mistura
das solugdes no percurso analitico (Skeggs, 1957). Muitas aplicagdes do SCFA foram
reportadas até duas décadas apoés a sua divulgagao.

Desde o seu surgimento na década de 1970, as Analises por Injecdo em Fluxo (FIA)
tém se constituido em um grande avango na procura por métodos mais limpos, ao
contemplar em sua concepcao muitos dos principios da Quimica Verde. Os sistemas FIA
destacam-se pela alta versatilidade, permitindo integrar as diferentes etapas envolvidas nos
procedimentos analiticos. Nestes sistemas, uma aliquota de amostra (e eventualmente dos
reagentes) é inserida no percurso analitico em um fluxo continuo e ndo segmentado, sendo
entao, direcionada para o detector por um sistema de propulsédo (e.g. bomba peristaltica ou
de pistdo ou agao da gravidade) a baixa pressao. De acordo com a concepgao do sistema,
durante o transporte, os componentes da amostra podem ser submetidos a diferentes
processos, tais como derivatizagao, pré-concentracio, separacao de interferentes, difusdo
gasosa, entre outros (Yamane & Koshino, 1996).

Devido as vantagens apresentadas, as Analises por Injecdo em Fluxo (FIA) tiveram
rapida repercussdao mundial e foram consideradas como a primeira geragado entre as
estratégias de analises em fluxo. A partir da publicagdo do primeiro trabalho dessa técnica
de manipulacdo de solugbes em 1975 (Ruzicka & Hansen, 1975), p6de-se observar uma

reducdo do numero de citagbes do trabalho de Skeggs que, em certo ponto de vista foi o



precursor das analises em fluxo (Figura 1.1(i)). Também pdde ser observado que desde sua
publicagdo, o numero de citacbes do primeiro artigo publicado sobre sistema FIA vem se

mantendo elevado e estavel ao longo das trés ultimas décadas (Figura 1.1(ii)).
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Figura 1.1. Perfil de citagbes dos artigos de divulgacdo das estratégias de manipulagdo de
solugées: (i) Analise em Fluxo Continuo Segmentado (SCFA) e (ii) Analise por Injecao em

Fluxo (FIA). Fonte: www.isiknowledge.com, acesso em 24.12.08.
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Desde entdo, diversas estratégias tém sido desenvolvidas visando aprimorar o
desempenho de sistemas de analise em fluxo, como multicomutacado (Reis et. al. 1994),
flow-batch (Honorato et al., 1999), analise por injecdo sequencial (SIA) (Ruzicka & Marshall,
1990), entre outras, associando novos dispositivos aos sistemas de analises em fluxo, como
aqueles para a propulsdo de solug¢des: multisseringas (Miro, 2002), minibombas (Santos et.
al., 2007) e bombas piezelétricas (Ribeiro et. al. 2007).

A Analise por Injecdo Sequencial (SIA) surgiu como uma alternativa versatil e robusta
para a automatizagdo de procedimentos analiticos complexos e €& designada como a
segunda geracao dos sistemas de analises em fluxo. Sua denominacgao foi devido a forma
de insercédo das solugcbes no percurso analitico, a qual é realizada de forma sequencial. As
Anadlises por Injeccdo Sequencial sdo baseadas no conceito de fluxo descontinuo,
bidirecional programado com controle computadorizado e necessita de uma valvula
multiposicdo que permite modificacbes em diversas variaveis operacionais sem a
necessidade de alterar a configuragdo do modulo de analise.

Pela selecdo do canal da valvula multiposicdo é possivel efetuar a insercdo de
aliquotas de amostras e reagentes em uma sequencia previamente estabelecida. O primeiro
passo consiste na aspiragdo sequencial de uma a uma das solugdes (amostra e reagantes)
posicionadas nos canais de acesso as portas da valvula multiposi¢do, para uma bobina de
armazenamento (B.), conectada a porta central da valvula. Entao, seleciona-se a porta onde
esta posicionado o detector e, com a inversao do sentido do fluxo, a zona composta
(amostra + reagentes) € bombeada pelo canal correspondente para o detector e, finalmente,
o produto formado é quantificado. As aliquotas das solugdes (amostra e reagentes)
apresentam uma Unica interface entre si, a partir da qual é formada a zona de mistura. A
inversdo do sentido de fluxo, contribui para melhorar a mistura da amostra com os
reagentes, mas também leva ao aumento da dispersédo (Ruzicka & Marshall, 1990). A Figura

1.2. apresenta um diagrama geral para sistemas SIA.
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Figura 1.2. Diagrama de sistema de analise por inje¢do sequencial. T = solugéo
transportadora, Am = amostra, R = reagente, P = sistema de propulsédo bidirecional, V =
valvula multiposicdo, B, = bobina de rea¢do, B, = bobina de armazenamento, DET =
detector, D = descarte.

Com relacdo as caracteristicas necessarias aos componentes do sistema SIA, a
bobina de armazenamento (B,) deve ser suficientemente longa para armazenar as aliquotas
das solugcbes da amostra e reagentes sem que estas atinjam o dispositivo de propulsédo de
fluidos e contaminem a solugéo transportadora (Ruzicka & Gubeli, 1991). O dispositivo
propulsor de fluidos deve ser bidirecional, ou seja, deve permitir aspirar e bombear os
fluidos pelos canais, bem como deve apresentar alta precisdo e baixa inércia (Lenehan et
al., 2002), para minimizar erros na tomada das aliquotas. Assim, bombas de pistdo ou
peristaltica sdo empregadas para propulsao de liquidos nos sistemas SIA.

O funcionamento de um sistema SIA associado a valvula seletora de fluidos (valvula
multiposicao), possibilita que, além do gerenciamento das solucdes, seja possivel realizar
procedimentos de pré-tratamentos de amostras. O niumero de solugcbdes e operagdes esta
limitado pelo numero de posi¢gdes da valvula. No entanto, ha a possibilidade de incorporar
outros diposiivos a valvula multiposicdo de selegao, incrementando a versatilidade do

sistema.



Os principios de dispersdo controlada da zona de amostra, reprodutibilidade no
tempo e natureza cinética dos processos quimicos e fisicos sao similares aos principios das
Andlises por Injegdo em Fluxo (FIA).

A dispersao esta relacionada com os processos de transporte por convecgdo (que
ocorrem com o escoamento) e de difusdo molecular (nas interfaces de contato do tubo).
Ambos afetam a penetragdo mutua de duas zonas adjacentes. Um segmento inserido no
sistema favorecera a formagao, em um primeiro momento, de gradientes de concentragao
responsaveis pela difusdo radial e axial. A inversdo do sentido do fluxo reduz a dispersao
axial desse segmento, promovendo um perfil de dispersao quase que totalmente simétrico,
gerando uma resposta analitica com formato tendendo ao gaussiano.

A dispersao (D) nao é mais que o grau de diluicdo do segmento inserido no percurso
analitico e é calculada pela razédo entre os sinais analiticos antes (S°) e depois do processo
ter ocorrido (S™) e pode ser descrita como D = S%S™* (Ruzicka & Hansen, 1988).

Ao contrario dos sistemas FIA, nos sistemas SIA a mistura s6 é realizada através dos
processos de dispersao e difusdo. Com isso, a extensdo com que a reacdo acontece
depende do tempo de residéncia no sistema e do grau de sobreposi¢cdo das zonas de
reagentes e amostras. Alguns parametros classicos como didmetro, comprimento e
geometria da bobina de reagdo também influenciam no grau de sobreposi¢ao de zonas.

O grau de sobreposigdo de zonas (P) € importante para estabelecer o intervalo de
tempo em que é possivel obter uma medida significativa baseada em altura ou area de pico
e pode ser calculado pela equacao: P = 2L,/ (L,+L,), onde Ls corresponde a largura da base
do pico da zona sobreposta; e, L, e L, correspondem as larguras dos picos das zonas de
amostra e reagente, respectivamente (Gubeli et al., 2001).

O valor de P varia entre zero e um. Ha a sobreposigédo completa das zonas para P =
1. Porém, quando P = 0, n&o existe sobreposi¢cao. Na auséncia de sobreposicao completa,
pode-se observar um ponto no qual os coeficientes de dispersdo da amostra e reagente sédo
idénticos (ponto de isodispersao). Nessa condig¢do, a razao entre as concentragdes ¢é igual a

das solugbes puras antes de serem inseridas no percurso analitico (Masini, 2008). Esses



estudos foram efetuados levando em consideracdo os fendbmenos fisicos, ndo sendo
exploradas reagdes quimicas e a cinética envolvida. Para esses fatores, € necessario
realizar a etapa de otimizacdo no desenvolvimento de todos os procedimentos analiticos.
Assim, como na maioria das abordagens em fluxo, a Analise por injecao Sequencial
tem sido extensivamente explorada na ultima década. Fato esse que pode ser observado na

Figura 1.3 pelo numero de publicagbes que fazem uso dessa estratégia de analise quimica.
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Figura 1.3. Perfil de publicagbes dos artigos explorando a Analise por Inje¢do Seqliiencial no
periodo de 1998 a 2008. Fonte: www.isiknowledge.com, acesso em 02.01.09, entrada:
sequential injection analysis, sub areas: Quimica Analitica e Instrumentos e Instrumentagao.

Suas aplicacbes tém sido amplas na determinagao de varios analitos por diferentes
técnicas de analises quimicas, como espectrofotometria (Oliveira & Korn, 2006), outras
técnicas espectrométricas (Wang & Hansen, 2000; Araujo et al., 1998), condutimetria (Silva
et al., 1999), quimioluminescéncia (Min et al., 1996; Mervartova et al., 2007), amperometria
(Lapa et al., 2003), potenciometria (Andrade-Eiroa et al., 2002) e fluorimetria (Pinto et al.,
2006).

As principais vantagens do SIA com relagdo as outras estratégias de analises em
fluxo séo relacionadas a sua versatilidade. O canal Unico central da valvula multiposicéo

disponivel no operacional do SIA permite a implementacdo em uma ampla gama de ensaios
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sem que o sistema precise ser reconfigurado (Economou, 2005). O consumo de reagentes
também ¢é drasticamente reduzido nos procedimentos que empregam sistemas SIA, visto
que o excesso de reagente pode afetar a mistura e prejudicar as andlises. (Cerda et al.,
2001; Economou, 2005).

Entretanto, um sistema SIA requer o uso de uma valvula multiposicdo de atuagao
eletromecénica e controlavel por computador, o que eleva consideravelmente o investimento
para a construgao do sistema. As posi¢coes da valvula poderiam ser alteradas manualmente,
mas nao haveria garantia de repetitividade e na tomada de aliquotas; portanto, é
indispensavel o controle rigido tanto da valvula (posicao e tempo) quanto do sistema de
propulsdo (vazédo e sentido de rotacdo). Usualmente, a frequencia de amostragem nos
sistemas SIA é menor que os analogos em sistemas FIA, pois todas as etapas de
manipulacao de solugdes sdo inerentemente executadas de forma sequencial.

Apesar da maioria dos grupos que desenvolvem pesquisas em analises em fluxo se
concentrar na Europa, ambas as geragcbes da analise em fluxo ja apresentam expressiva
representatividade em todos os continentes. Nas Figuras 1.4 e 1.5 podem-se observar os
dez paises que apresentaram os maiores indices de produtividade nessas linhas de
pesquisa desde o ano de suas respectivas divulgacdes. Vale ressaltar que o Brasil tem
apresentado muitas contribuigdes nesse sentido, ocupando o quinto lugar em publicagdes
em ambas as estratégias (FIA e SIA) em fevereiro de 2009. Condigao superior a média de
publicacbes cientificas do Brasil em todas as areas do conhecimento (152 colocag¢ao) na
classificagcdo de produgdo por paises, 0 que corresponde a aproximadamente 2% da

producao cientifica mundial (SCImago Journal & Country Rank).
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Figura 1.4. Perfil de distribuicdo das publicacbes em Anélise por Inje¢cao em Fluxo no periodo de 1975 a 2008. Fonte: www.isiknowledge.com,
acesso em dezembro de 2008, entrada: flow injection analysis, sub areas: Quimica Analitica e Instrumentos e Instrumentagéo.
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Figura 1.5. Perfil de distribuicdo das publicagbes em Analise por Injegcdo Seqiencial no periodo de 1990 a 2008. Fonte:
www.isiknowledge.com, acesso em dezembro de 2008, entrada: sequential injection analysis, sub areas: Quimica Analitica e Instrumentos e
Instrumentacgéo.

26


http://www.isiknowledge.com/

Desde 2004, a China vem impulsionando suas pesquisas em Analise por Injecao em
Fluxo na mesma velocidade de crescimento do pais, 0 que a tornou responsavel por quase
20% das publicagdes, superando os antigos lideres (Estados Unidos e Espanha). Isso se
deveu ao rapido aumento das acgdes em ciéncia e tecnologia na China. O Brasil manteve
sua posigao dentro dos dez paises majoritarios em producdo nas estratégias de analises em
fluxo.

Em 2008, os dez paises majoritarios respondiam por aproximadamente 75% das
publicacbes que exploravam sistemas FIA, enquanto que o percentual referente aos
sistemas SIA era de 95%. Esses dados permitem inferir que a época, os sistemas FIA
estavam mundialmente mais difundidos do que os sistemas SIA.

Infelizmente, os percentuais correspondentes as contribuicdes dos outros paises no
periodo de 2004 a 2008 foram inferiores aos de tempos anteriores, o que permite concluir
que, apesar da ascendéncia académica, pesquisa envolvendo sistemas FIA (Figura 1.6) e

SIA (Figura 1.7) vinham se restringindo a poucos grupos de pesquisa.
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Figura 1.6. Peffil de distribuicdo das publicacbes em Anélise por Inje¢ado em Fluxo no periodo de 2004 a 2008. Fonte: www.isiknowledge.com,
acesso em dezembro de 2008, entrada: flow injection analysis, sub areas: Quimica Analitica e Instrumentos e Instrumentagéo.
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Figura 1.7. Perfil de distribuicdo das publicagbes em Analise por Injecdo Sequencial no periodo de 2004 a 2008. Fonte:

www.isiknowledge.com, acesso em dezembro de 2008, entrada: sequential injection analysis, sub areas: Quimica Analitica e Instrumentos e
Instrumentagé&o.
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1.3 - Técnicas de planejamentos experimentais

As diversas variaveis quimicas e hidrodindmicas relacionadas aos procedimentos em
fluxo influenciam o desempenho analitico e a qualidade dos resultados obtidos. Desta forma,
torna-se necessaria uma avaliagdo adequada, visando a otimizagcao dos paradmetros que
influenciam nas figuras de mérito dos procedimentos analiticos, sendo esta, geralmente, a
etapa que consome mais tempo no desenvolvimento de um procedimento.

O ideal pratico da otimizacao deve atender aos seguintes objetivos:

1.0 Encontrar uma concepgéao fisica ou operacional que seja a mais adequada
para resolver o problema em questao;

2.0 Definir os limites fisicos para a formulagéo escolhida, representando fielmente
a situagao real;

3.0 Definir o modelo matematico adequado e otimizar.

Esse processo de otimizacdo pode ser realizado de duas formas distintas: (i)
empregando método univariado, onde o comportamento de cada variavel é estudado
individualmente e desconsiderando possiveis interagbes entre as mesmas; ou (ii)
empregando planejamento multivariado, no qual as varidveis sao otimizadas
simultaneamente. Atualmente as técnicas de otimizacdo multivariada vém sendo
preferencialmente aplicadas no desenvolvimento dos mais variados procedimentos
analiticos, por permitir a otimizagdo simultdnea de todas as variaveis com menor numero de
experimentos. Isto, leva a menor geragdo de residuos, menor consumo tempo € a uma
maior eficiéncia de otimizagao.

Essas técnicas de otimizacio fazem parte de uma ciéncia recente — Quimiometria. A
quimiometria comecgou formalmente na primeira metade da década de 70, mas so se firmou
definitivamente quando os computadores tomaram espaco nos laboratérios quimicos
(Barros Neto et al., 2006). Foi definida como a disciplina que utiliza a matematica, estatistica

e légica formal para desenhar ou selecionar procedimentos experimentais 6timos e permitir
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extrair o maximo de informagdes relevantes a partir da analise de dados quimicos (Massart
et al., 1997).

Dentro dessa area, tém se destacado: a calibragdo multivariada, a classificacdo de
espécies quimicas e interpretagdo de dados multivariados por reconhecimentos de padrdes
e a otimizagdo de experimentos. Esse ultimo, nosso objeto de estudo.

O planejamento experimental € uma técnica multivariada de otimizagéo que consiste
em projetar um procedimento de forma a obter exatamente a informagéo que se procura
sobre o sistema estudado. O planejamento fatorial (Bezerra et al., 2008) composto central
(Imandi et al.,2008), matriz Doehlert (Ferreira et al., 2004) e outros desenhos experimentais
disponiveis podem ser utilizados quando se deseja avaliar, de maneira quantitativa, a
influéncia das variaveis sobre o sistema, as interagdes entre essas variaveis, bem como as
condigbes criticas para realizagdo dos experimentos (Pasamontes et al., 2006).

Esses planejamentos experimentais podem gerar equagdes de primeira ou segunda
ordem. Os modelos lineares (de primeira ordem) sao suficientes para identificar quais
fatores apresentam influéncia sobre a resposta. Os modelos quadraticos (segunda ordem)
permitem obter as condi¢cdes 6timas.

Os fatores sdo as variaveis independentes que serdo controladas no processo,
podendo esses fatores ser quantitativos ou qualitativos. Enquanto que a resposta é a
variavel dependente. O dominio experimental investigado corresponde ao intervalo de
valores de um fator entre os niveis inferior e superior, geralmente codificados como (-1) e
(+1), respectivamente.

O planejamento fatorial de dois niveis é o planejamento mais simples. O numero de
experimentos (N) corresponde a 2%, onde K é o numero de fatores. A partir desse tipo de
planejamento s6 é possivel gerar equagdes lineares do tipo R(A,B) = by + biA+ b.B + b;AB,
+ E; onde, R é aresposta; by é o termo independente que corresponde as informagdes que
nao estdo intimamente ligada as variaveis investigadas; b, e b, sdo os coeficientes dos

termos lineares; b; é o coeficiente do termo de interagao; A e B sdo os fatores em processo
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de otimizacao; e, E representa o erro experimental. Através dessa equacao, é possivel
extrair informacdes sobre os fatores que mais afetam o sistema em estudo.

Os planejamentos experimentais multivariados que empregam mais de dois niveis
exploram os desenhos experimentais que permitem gerar uma equacéo quadratica a partir
da qual serdo procuradas as condicdes criticas experimentais. A equag¢ao quadratica para
dois fatores é do tipo: R (A,B) = by + bsA+ b.B + bsA? + bsB? + bsAB, + E; onde, R é a
resposta; by, o termo independente que corresponde as informacdes que nao estdo
intimamente ligada as variaveis investigadas; b, e b,, os coeficientes dos termos lineares; b
e b4, 0s coeficientes dos termos quadraticos; bs, o coeficiente do termo de interacao; A e B,
os fatores em processo de otimizacdo; e, E, o erro experimental. A partir da fungao
quadratica gerada pelo planejamento experimental com mais de dois niveis, é possivel
encontrar duas distintas situagdes: (i) a fungéo apresenta condigdo de maximo ou minimo
incluida no dominio investigado que representa a condigao critica experimental, concluindo
a otimizagao; ou, (ii) a funcdo nao apresenta condi¢ao critica e sera calculada, através do
vetor gradiente, uma regido onde sera feita a otimizacao.

As condig¢des criticas para cada fator sao calculadas de acordo com o critério de
Lagrange que permite conclusdes sobre o ponto critico de uma equacao de segunda ordem
através do coeficiente de Hessian (H) de R: H(A,B) = [0°R/0A%*(A,B)] [0°R/0B*(A,B)] -
[0R/0AOB(A,B)]? sob determinadas condigcbes, o que corresponde a analisar pontos criticos
dentro de um dominio restrito (Montgomery, 2005).

Quatro situagdes podem ser observadas a partir da equagéo quadratica. O ponto
critico € maximo se H(A,B)>0 e 9°R/0A%(A,B)<0 ou minimo se H(A,B)>0 e 9°R/0A*(A,B)>0. O
ponto critico de maximo ou minimo é calculado resolvendo o sistema de equacgoes:
0R/0A(A,B)=0 e 0R/0B(A,B)=0.

Um ponto de sela pode ser observado se H(A,B)<0 e nao ha informacdo sobre a
condigéo critica se 9’R/0A%(A,B)<0. O ponto de sela é definido como um ponto critico de

uma superficie de resposta, o qual apresenta resposta maxima para niveis de algumas
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variaveis e simultaneamente, apresenta resposta minima para niveis de outras variaveis do
sistema estudado (Santelli et al., 2006).

Os sinais dos coeficientes quadraticos da equacdo do modelo permitem um
indicativo preliminar de pontos criticos de maximo ou de minimo. Se todos os coeficientes
sdo positivos, a fungdo pode apresentar uma condicdo de minimo, enquanto que se todos
0s sinais sdo negativos, a fungdo pode apresentar uma condicdo de maximo. Mas, ainda
assim, sera necessaria a aplicagao do critério de Lagrange.

Para o deslocamento dos dominios, aplicando o método do vetor gradiente, é

necessario o calculo do vetor que direciona o desenho a partir de dois ou mais pontos do

desenho original, sendo este vetor dado por Grad R(A,B) = dR/0A(A,B) + OR/OB(A,B). A
intersecdo das linhas retas tracadas na direcdo do vetor gradiente indicara a zona onde é
possivel encontrar o maximo para a fungéo resposta.

Em todos os desenhos experimentais € importante que os experimentos sejam
realizados de forma aleatdria para evitar que desvios sejam obrigatoriamente associados a
prévias combinagdes de niveis. Nos casos em que eventuais variaveis sdo de dificil ajuste
para realizacdo dos experimentos em ordem aleatéria, deve ser aplicado um tratamento
matematico diferenciado (Barros Neto et al., 2006). Também s&o necessarias réplicas de
alguns experimentos. As réplicas permitem a obteng¢do de uma estimativa da variabilidade
devido a erro experimental, ou erros aleatorios. Por meio da escolha adequada do numero
de réplicas é possivel perceber, com a confiabilidade desejada, quaisquer efeitos produzidos
pelas diferentes condi¢cdes experimentais e que sejam considerados significantes do ponto
de vista pratico.

A eficiéncia de um planejamento corresponde a razdo do numero de coeficientes do
modelo que sera apresentado pelo numero de experimentos necessarios (Ferreira et al.,
2007). A Tabela 1.1 apresenta os valores de eficiéncia dos desenhos composto central,

fatorial completo, matriz Doehlert e Box-Behnker.
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Tabela 1.1. Comparacé&o de valores de eficiéncia dos desenhos composto central (CCD), fatorial
completo (FC), matriz Doehlert (DM) e Box-Behnker (BBD).

Fat Nudmero de Eficiéncia

arores coeficientes CCD FC DM BBD
2 6 0,67 0,67 0,86 --
3 10 0,67 0,37 0,77 0,77
4 15 0,60 0,23 0,71 0,60
5 21 0,49 0,17 0,68 0,61
6 28 0,36 0,13 0,65 0,46
7 36 0,25 0,10 0,63 0,42
8 45 0,16 0,09 0,62 0,40

No Brasil, os planejamentos ou desenhos experimentais mais utilizados s&o os
fatoriais completos ou fracionarios e os planejamentos compostos centrais. Recentemente
Ferreira e colaboradores (Ferreira et al., 2004) vém se dedicando a otimizagao de métodos
analiticos usando planejamentos Doehlert. Esse desenho se difere dos demais devido aos
diferentes numeros de niveis investigados para cada variavel. A literatura ainda é muito
restrita quanto ao uso do desenho Box-Behnker.

O desenho Box-Behnker (BBD) é uma classe de desenho de segunda ordem
baseado em um fatorial incompleto de trés niveis. O numero de experimentos (N)
corresponde a N= 2k(k—-1) (Ferreira et al., 2007). As suas representacdes graficas para trés

fatores podem ser observadas na Figura 1.8.

(i)

I~
F
o
@)

Figura 1.8. Representacédo grafica do desenho Box-Behnker para trés variaveis (i) um cubo
constituido pelo ponto central e pelos pontos médios das arestas e (ii) representagdo como
resultado da interlocacdo de desenhos fatoriais 22

Os pontos experimentais desse desenho situam-se sobre uma hiperesfera

equidistante do ponto central. Pode-se observar (Figura 1.8(i)) que os pontos sao derivados
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de um cubo. Entretanto, ele € um desenho esférico, porque parte do dominio do cubo nao é
considerado para a construgao do modelo.

A eficiéncia desse desenho é comparavel com a eficiéncia da matriz Doehlert para
trés fatores e superior as eficiéncias do composto central e do planejamento fatorial
completo. O modelo Box-Behnker ndo pode ser utilizado para metodologia de superficie de
resposta de dois fatores.

O planejamento fatorial de trés niveis (3%) , ao contrario dos planejamentos de dois
niveis, permite uma relacdo quadratica entre a resposta e o desenho de fatores que deve
ser modelado. O desenho 3* & o menos eficiente quando comparado com outros desenhos
experimentais (Tabela 1.1), mas pode ser muito util para a otimizacdo de dois fatores
(Montgomery, 2005). O numero de experimentos (N) pode ser calculado de acordo com a
expressdo N = 3K, que nada mais é do que todas as combinagdes possiveis dos trés niveis.

O aumento do numero de fatores provoca também um aumento no numero de
ensaios que devem ser realizados e € preciso ter cuidado para estudar o maior numero de
variaveis possiveis para ndo excluir variaveis que possam influenciar significativamente na
resposta. Quando é necessario avaliar a influéncia de muitos fatores, podemos utilizar nos
estagios iniciais da experimentagao, o planejamento fatorial fracionario que é constituido de
uma fragdo do planejamento fatorial completo. No planejamento fracionario, o nimero de
experimentos pode ser calculado por N = 2%'. Para a construgdo da matriz com as
coordenadas dos experimentos, inicialmente é construido um planejamento 2*' completo
para K-1 fatores e, para o fator K, é atribuido os sinais do produto das colunas anteriores.

Com o aumento do numero de fatores ha também aumento do nimero de interagdes
de ordem alta que apresentam valores muito pequenos, praticamente despreziveis. Se
esses efeitos ndo sdo tdo significativos, ndo é necessario que sejam determinados.
Também, ha maiores chances que esses efeitos ndo afetem significativamente a resposta,
seja por meio de efeitos principais, seja por efeitos de interacdo (Barros Neto et al., 2003).

Apesar das vantagens da otimizagdo multivariada, somente nas ultimas duas

décadas houve sua efetiva difusdo, devido a maior acessibilidade a microcomputadores e
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pacotes estatisticos, 0s quais sdo necessarios para a manipulacao de dados e geracao de
informacdo. Porém, apesar desses subsidios (hardware e software), o processo de
otimizacdo ainda vem sendo realizado como uma etapa precedente e independente do
desenvolvimento do procedimento analitico. Uma vez que essa etapa, geralmente é a que
consome mais tempo no desenvolvimento de métodos e processos analiticos, o objetivo do
presente trabalho foi desenvolver um sistema automatizado de otimizagdo de paradmetros
analiticos em procedimentos de Analises por Injecao Sequencial empregando metodologias
multivariadas. Assim, o desafio consistiu em criar uma rotina automatizada que incorporasse
em um unico médulo (microcomputador + sistemas de gerenciamento e propulsao de
liquidos + detector) a otimizagao de paradmetros experimentais as etapas de constru¢ao de
curvas analiticas e as determinagcbes das concentragbes do analito para simplificacao e

reducao da interferéncia humana no desenvolvimento de procedimentos analiticos.
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2- Experimental

2.1 - Reagentes, solugées e amostras
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico de pureza e as solugbes foram

sempre preparadas com agua desionizada (condutividade < 0,1 uS cm™).

Para determinacgéo do teor de ferro total em amostras de fortificantes foi empregada
solugao carregadora de acido cloridrico 0,1 mol L™ preparada a partir da diluigdo de 4,17 mL
de acido cloridrico P.A. (Merck) em 500 mL de agua.

Solugao de acido ascorbico 2% (m/v) foi preparada a partir da dissolugéo de 1 g do
reagente (Synth) em 50 mL de agua. Solugdo de 1,10-o-fenantrolina 0,25% (m/v) foi
preparada pela dissolugéo de 0,125 g do reagente (Riedel) em 50 mL de HCI 0,1 mol L. A
solugdo de Fe(lll) 10 mg L' para utilizagdo no processo de otimizagédo foi previamente
preparada pela dissolugdo de 0,0241 g de FeCl;.6H,O (Merck) em 50 mL de HCI 0,1 mol L™.
Para a construgdo da curva analitica e analise das amostras, solugbes de referéncia de
Fe(lll) nas concentragdes de 1 a 10 mg L™ foram preparadas a partir de diluicbes adequadas
da solugdo padrao 1000 mg L' (Tec-lab) em &acido cloridrico 0,1 mol L™

As solugbes das amostras de fortificantes foram preparas a partir da diluicao
apropriada do medicamento em agua. Os fortificantes utilizados foram Bioténico (DM Ind
Farmacéutica), Maxténico (Natulab), Ténico Vital (Globo) e Med Ténico (Medquimica).

Para os estudos envolvendo a determinagédo de captopril, solugao 1,3% (m/v) em
Fe(lll) foi preparada dissolvendo-se 1,3 g de FeCl;.6H,O (Merck) em 100 mL de solugéo de
HCI 0,1 mol L. Solugéo de DMPD (sulfato de N-N-dimetil-p-fenilodiamina) 5x10- mol L™ foi
preparada a partir da dissolugdo de 0,0586 g de DMPD (CsH1,N,SQ4, Aldrich) em 50 mL de
solugéo de HCI 0,1 mol L', sendo armazenada em frasco &mbar e em 4°C. Em todos os

ensaios empregou-se agua como transportador.
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O farmaco utilizado para o preparo das solugbdes de referéncia apresentava grau de
pureza minima de 99,5%, conforme certificado de analise do fornecedor. O captopril (CPT)
foi fornecido pela Galena Importacao (Brasil).

Solugao estoque de captopril foi preparada em agua na concentragdo de 500 mg L™,
partindo de 0,025 g do farmaco. Para evitar degradacdo do farmaco e de reagentes em
geral, todas as solugcbes foram preparadas imediatamente antes dos experimentos. As
solugdes de referéncia no intervalo de concentragdo de 5 — 100 mg L™ do farmaco foram
preparadas a partir de diluicao apropriada da solugao estoque.

Durante o processo de otimizacdo do sistema de determinagdo de captopril foi
utilizada amostra de medicamento contendo o farmaco, adquirida em farmacia de Salvador.
As amostras analisadas apdés o processo de otimizagdo foram também adquiridas em
farmacias. As amostras foram preparas pela dissolu¢do de massa apropriada do comprido
em agua, seguida por filtracdo. Os medicamentos utilizados foram Captopril (Sandoz),
Captopril (Eurofarma), Captopril (Medley), Captopril (EMS) e Captopril (Biossintética).

Uma massa dos comprimidos previamente pulverizados equivalente a 50 mg do
farmaco foi dissolvida em agua e submetida a irradiagdo em banho ultrassénico sob baixa
poténcia por dois minutos sob temperatura ambiente. Essa solugao foi submetida a filtragao
para eliminacao dos excipientes insoluveis em agua.

Em ambas as aplicagdes, os brancos analiticos foram preparados da mesma forma

que as solugdes de referéncia, porém, sem a presenca dos analitos.

2.2 - Equipamentos

Para as medidas dos sinais analiticos foi empregado espectrofotdmetro Femto 700
Plus (Sao Paulo, Brasil) equipado com cela de fluxo de quartzo (Hellma) com 10 mm de
caminho 6tico e 80 pL de volume.

Para manipulagdo das solu¢des no sistema de analise por injecdo sequencial foi
empregada valvula multiposicao de oito vias Cheminert™ 25C-3188EMH (Valco, EUA).

Bomba peristaltica de quatro vias Gilson Minipuls 3 (Villiers-Le-Bell, Franga) equipada com
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tubos de propulsédo de Isoversinic® foi empregada para promover a propulsao dos fluidos.
Tubos de PTFE (0,8 mm d.i) foram empregados nas linhas de transmissao.

Um microcomputador Pentium Il equipado com duas saidas RS-232 (uma saida
destinada ao espectrofotdbmetro e outra destinada a valvula SIA) e uma interface PCL711-B
(Advantech, Taiwan) foi empregado para desenvolvimento e aplicacdo do software. Este
promovia o controle da vazao e do sentido da propulsdo dos fluidos, selecdo de porta da
valvula multiposicdo, aquisicdo e tratamento de dados dos dados gerados pelo
espectrofotdbmetro, bem como sugestao para tomadas de decisao.

O software para otimizacao de variaveis do sistema SIA e para realizacdo de todos
os experimentos foi desenvolvido em linguagem de programag¢ao QuickBasic 4.5 em
ambiente MS-DOS, sem necessidade de utilizagdo de Windows ou outro sistema
operacional. Para a utilizagdo do software Statistica utilizado para comparagéo de dados, foi
utiizado um microcomputador Pentium IV em ambiente Windows XP. Todos esses
equipamentos foram utilizados em ambos os procedimentos (determinacéo de ferro total e
captopril em produtos farmacéuticos).

Para o preparo das amostras de medicamentos contendo captopril foi utilizado um
banho de ultrassénico Aquasonic modelo 75 D (USA) com frequéncia de 40 kHz e poténcia

maxima de 40 W.

2.3 - Procedimentos
2.3.1 - Sistema de Analise por Inje¢ao Sequencial

Uma vez otimizadas as condicbes experimentais, uma aliquota de 150 pL de
amostra contendo ferro foi aspirada entre aliquotas de solugdes dos reagentes 1,10-o-
fenantrolina e acido ascoérbico. Os volumes aspirados dos reagentes foram 277,3 e 2921
WL, respectivamente. Essa zona composta por reagentes e amostras foram armazenadas na
bobina de amostragem (B.) e, posteriormente direcionadas a bobina de reagao (B;) a vazao

de 5,03 mL min™. Finalmente essa zona foi encaminhada para detecgéo espectrofométrica a
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512 nm. Na Tabela 2.1 estao ilustrados os passos empregados na determinagédo de ferro
total pelo procedimento proposto.

Para a determinagao de captopril, aliquotas de 300 yL da amostra de medicamento,
129,65 uL da solucdo de DMPD e 332,82 uL da solugcado de Fe(lll), nesta ordem, eram
aspiradas para a bobina de armazenamento (B.). Essa zona composta foi direcionada a
bobina de reagdo (B;), para mistura e, finalmente encaminhada para deteccao
espectrofométrica a 485 nm. Os passos empregados para essa determinagdo estdo
ilustrados na Tabela 2.2. O diagrama do sistema SIA para ambos os procedimentos esta

apresentado na Figura 2.1.

Tabela 2.1. Passos envolvidos no procedimento proposto para determinacdo de ferro total.
R1 = solugéo de 1,10-o-fenantrolina 0,25% (m/v) em HCI 0,1 mol L', R2 = solugédo de acido

ascorbico 2% e Amostra = fortificante. — = aspiragdo. + = bombeamento.
Canal da Tempo Vazao
Passo ) Direcdo
valvula (s) (mL min™)
R1 7 6,97 2,42 -
Branco 2 3,75 2,42 -
R2 8 7,77 2,42 -
Direcionamento para o detector 1 40 478 +
R1 7 6,97 2,42 -
Amostra 6 3,75 2,42 -
R2 8 7,77 2,42 -
Direcionamento para o detector 1 40 478 +
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Tabela 2.2. Passos envolvidos no procedimento proposto para determinagdo de captopril.
R1 = sulfato de N-N-dimetil-p-fenilodiamina (DMPD), R2 = FeCl;.6H,0 (Fe(lll)) e Amostras =
medicamentos contendo captopril. — = aspiragdo. + = bombeamento.

Canal da Tempo Vazao o
Passo Direcao

valvula (s) (mL min™)
Branco 2 7,5 2,42 -
R1 7 3,24 2,42 -
R2 8 8,32 2,42 -
Direcionamento para o detector 1 100 1,98 +
Amostra 6 7,5 2,42 -
R1 7 3,24 2,42 -
R2 8 8,32 2,42 -
Direcionamento para o detector 1 100 1,98 +

DET |_D

Figura 2.1. Diagrama SIA para determinagado de ferro total e captopril em amostras de
medicamentos. V = valvula multiposicdo, Am= amostra, B,= Bobina de amostragem (3 m), B,
= Bobina de reagdo (150 cm), BP= bomba peristaltica, DET= espectrofotbmetro e D=
descarte. Para Fe total: R1 = solugdo de 1,10-o-fenantrolina, R2= solu¢do de acido
ascorbico e T = solugdo de HCI. Para Captopril: R1 = solugdo de DMPD, R2= solugdo de
Fe(lll), B= branco analitico e T = agua.

Os calculos de D e P foram realizados pela inje¢do de solu¢ao de azul de bromotimol
em NaOH 0,1 mol L' (620 nm) nas condigbes otimizadas do sistema SIA proposto.
Os coeficientes de disperséo (D) foram calculados segundo a equagdo D = S%S™,

onde S° corresponde ao sinal no estado estacionario e S™ ao sinal maximo nas condiges
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de analise (Ruzicka & Hasen, 1988). O grau de penetragao entre zonas (P) foi calculado
segundo a equagao: P = 2LJ/(L, + L;), onde Ls corresponde a largura na base do pico da
zona sobreposta, L, e L, corresponde a largura na base do pico da zona da amostra e

reagente, respectivamente (Gubeli et al., 1991).

2.3.2 - Estudos preliminares ao planejamento experimental

Para cada um dos procedimentos propostos foi avaliada a influéncia da ordem de
adicdo dos reagentes sobre a sensibilidade do método a partir da utilizacdo de todas as
combinagdes possiveis de ordem adigdo dos reagentes na bobina de amostragem. Nesses
ensaios foram empregadas solugdes de referéncia de 2,5 mg L™ em Fe(lll) e amostras de
captopril contendo ca. 50 mg L™.

A influéncia do comprimento de bobina de reacdo (B;) sobre a sensibilidade do
procedimento proposto foi avaliada entre 50 - 200 cm no procedimento para determinacao

de ferro total e no intervalo de 25 - 200 cm no procedimento para determinagao de captopril.

2.3.3 - Otimizagoes multivariadas empregando a metodologia de superficie de
resposta

Na otimizacdo dos procedimentos utilizando metodologias multivariadas foi
desenvolvido um sistema automatico de otimizagcdo baseado em programa escrito em
linguagem QuickBasic 4.5 que permitia a entrada de dados fornecida pelo usuario, a
atuacdo sobre os dispositivos (selecdo do canal da valvula multiposicdo e diregcdo e
velocidade de rotagdo dos roletes da bomba peristaltica), a aquisicdo dos sinais analiticos e
o tratamento de dados. A légica de programacao envolvida é apresentada em fluxograma
(Figura 2.2).

O primeiro passo do sistema consistia no fornecimento de dados por parte do usuario
ao sistema operacional. Os dados necessarios para os passos posteriores consistiam em:

nuamero de variaveis, dominio experimental (limites superior e inferior) de cada variavel,

42



numero de réplicas e niumero de experimentos no ponto central. Outra informagédo que o
usuario devia fornecer era o desenho experimental desejado para a realizagdo da
otimizacdo. Foram desenvolvidas sub-rotinas para os planejamentos fatoriais completo de
dois e trés niveis, o planejamento fatorial fracionario, o desenho composto central e o
planejamento Box-Behnker. Os niveis intermediarios eram calculados de acordo com o
desenho selecionado e a matriz correspondente ao desenho experimental X era ent&o
projetada, levando em consideracdo o numero de réplicas e o numero de experimentos no
ponto central.

Uma vez construida a matriz relacionada ao desenho experimental, essa matriz
passava por alguns processamentos matematicos (calculo da pseudomatriz) para facilitar o
tratamento de dados apds realizagao dos experimentos. Os experimentos eram sorteados
para que fossem executados em ordem aleatdria.

A comunicagdo com os hardwares eram estabelecidas através de portas seriais e
também utilizando uma interface digital-analégica. Através dessa comunicacao foi possivel
controlar a valvula multiposicdo, a bomba peristaltica e adquirir os dados gerados pelo
espectrofotébmetro.

Os coeficientes referentes a equacdo do modelo foram calculados de acordo com a
expressdo b = (X'.X)'.X'.y (Barros Neto, et. al. 2003), onde b corresponde ao vetor dos
coeficientes do modelo e X' a transposta da matriz desenho experimental, enquanto y
corresponde ao vetor resposta. Os efeitos correspondem ao dobro dos valores dos
coeficientes. Foram considerados como efeitos significativos, se os valores fossem
superiores aos desvios padrao dos experimentos realizados em réplicas multiplicados pelo
valor de t correspondente ao nimero de grau de liberdade em estudo para probabilidade (p)
de 0,05. Os residuos foram calculados utilizando o método dos minimos quadrados lineares.
A avaliagao da curvatura em torno do ponto central foi feita pelo calculo de z, que pdde ser
obtido pela equagao z = Myespostas - Mpc, ONAE Miespostas = MEdia das respostas referente ao

planejamento fatorial, mec= média das respostas dos experimentos no ponto central. Para
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essa avaliagdo, o numero de experimentos no ponto central foi pelo menos 20% superior ao
numero de experimentos do restante do planejamento (Massart et. al, 1997).

Para os experimentos realizados em trés niveis, as condi¢des criticas experimentais
foram calculadas empregando o critério de Lagrange (Montgomery, 2005). Caso fossem
obtidas condi¢des criticas dentro do dominio investigado, o proximo passo passava a ser a
construcdo da curva analitica para a determinacdo da concentracdao do analito nas
amostras. Caso contrario, o programa desenvolvido permitia o calculo do vetor gradiente e o
deslocamento dos dominios onde um novo planejamento poderia ser construido.

Para confrontar os dados gerados pelo software desenvolvido e para apresentacao

das superficies de respostas e graficos de pareto foi utilizado o pacote Statistica 6.0.
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Divulgagdo de resultados

'Numero de variaveis, dominio experimental: limites superior e inferior, nimero de
réplicas e numero de experimentos no ponto central.

2Valvula multiposicdo, bomba peristaltica com interface digital-analégica e
espectrofotémetro.

Figura 2.2. L6gica de programacao do sistema automatico desenvolvido para otimizagao
multivariada em sistemas SIA.
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2.3.3.1 - Metodologia de superficie de resposta na determinagao de ferro total

Foi avaliada a influéncia no sinal liquido do método das seguintes variaveis do
sistema em fluxo: volumes dos reagentes e vazdo de solugao carregadora. A resposta
selecionada para a otimizacao foi a diferenga entre os sinais obtidos para o branco e para
solugéo 10 mg L™ em ferro.

O método de otimizagdo multivariada foi aplicado, empregando inicialmente o
planejamento fatorial completo (Brereton, 2003). Os niveis das variaveis de fluxo avaliadas
estdo apresentados na Tabela 2.3. Foram efetuadas medidas em duplicata de todos os

experimentos e medidas em sextuplicata no ponto central.

Tabela 2.3. Niveis empregados na otimizagdo das variaveis do sistema de fluxo para
determinacgao de ferro.

Valores codificados

Variavel p 0 >
Volume injetado de 1,10-o-fenantrolina /uL 40 180 320
Volume injetado de acido ascérbico /uL 40 180 320
Vazao da solugéo transportadora / (mL min™) 1,18 3,17 5,15

A partir dos resultados obtidos pelo planejamento fatorial, foi construido um novo
planejamento experimental do tipo Box-Behnker (Massart et. al, 1997; Esbensen, 2002),
onde se buscou as condigdes criticas dos trés fatores investigados no planejamento
anterior: volume do reagente cromogénico, volume do redutor e vazdo da solugdo
transportadora. Foram efetuadas medidas em ftriplicata no ponto central. Vale salientar que o
programa permitia a utilizacdo de outros desenhos experimentais que nao foram explorados

durante os experimentos.

2.3.3.2 - Metodologia de superficie de resposta na determinagao de captopril

Nesse sistema, foi avaliada a influéncia das seguintes variaveis do sistema em fluxo
no sinal liquido do método: volumes dos reagentes e vazao de solugdo carregadora, assim

como das variaveis quimicas: acidez dos reagentes DMPD e Fe(lll). A resposta selecionada
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para a otimizagdo foi a diferenga entre os sinais liquidos obtidos para o branco e para
amostra de captopril rotulada como 50 mg L.

O desenho experimental inicialmente aplicado foi o planejamento fatorial fracionario
de dois niveis 2> para 5 fatores (Brereton, 2003). Os niveis das variaveis avaliadas estdo
apresentados na Tabela 2.4. As medidas no ponto central foram realizadas oito vezes.
Nesse nivel foi necessario multicomutar as solugées dos reagentes de maior e menor acidez
para obter o reagente de acidez no nivel intermediario que corresponde ao ponto central do
dominio experimental. Uma zona composta por segmentos alternados entre solu¢des de
acidez extremas promoveu uma mistura resultante onde a solugéo apresentava acidez

intermediaria.

Tabela 2.4. Niveis empregados na otimizacdo das varidveis do sistema de fluxo para
determinacgédo de captopril, planejamento fatorial fracionario 2°.

Valores codificados

Variavel
-1 0 +1
Acidez do reagente Fe(lll) / (mol L) 0,1 0,3 0,5
Volume injetado Fe / uL 30 90 150
Acidez do reagente DMPD / (mol L™) 0,1 0,3 0,5
Volume injetado DMPD / yL 15 45 75
Vazao da solugdo carregadora / (mL min™) 1,18 3,17 5,15

Um segundo desenho experimental foi empregado, que consistia em um
planejamento fatorial fracionario 2*' para quatro fatores. Duas variaveis do planejamento
fatorial 2°' (acidez do DMPD e acidez do Fe(lll)) foram incorporadas em uma Unica variavel:
acidez dos reagentes. Os niveis das variaveis avaliadas estao apresentados na Tabela 2.5.
As medidas no ponto central foram realizadas em sextuplicata. Também foi necessario
multicomutar as solugdes com acidez extremas (alternando entre inje¢des de solugcédo de

maior acidez e solugao de menor acidez) para obter a acidez na condi¢ao intermediaria.

Tabela 2.5. Niveis empregados na otimizacdo das variaveis do sistema de fluxo para
determinagédo de captopril, planejamento fatorial fracionario 2*'.
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Valores codificados

Variavel
-1 0 +1
Acidez dos reagentes / (mol L") 0,1 0,3 0,5
Volume injetado Fe / pL 30 90 150
Volume injetado DMPD / pL 15 45 75
Vazao da solugdo carregadora / (mL min™) 1,18 3,17 5,15

A partir dos resultados obtidos pelos planejamentos fatoriais fracionarios, foi
construido um novo planejamento experimental empregando a metodologia de superficie de
resposta onde os novos niveis estdo apresentados na Tabela 2.6. O desenho experimental
empregado foi o fatorial completo para trés niveis (Brereton, 2003) onde se buscou as
condicOes criticas de dois fatores investigados no planejamento anterior: volume de solugéo
de Fe(lll) e volume de DMPD. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e o
ponto central foi realizado em quintuplicata. O programa para automatizacado desenvolvido

realizava os experimentos de forma aleatoria.

Tabela 2.6. Niveis empregados na metodologia de superficie de resposta, desenho
experimental fatorial completo 3.

Valores codificados

Variavel
-1 0 +1
Volume injetado Fe / uL 60 230 400
Volume injetado DMPD / yL 60 130 200

2.3.4 - Comparacao das figuras de mérito nas condi¢oes criticas e extremas do
dominio experimental

Uma vez otimizadas as condigdes experimentais, foram construidas curvas analiticas

nas condi¢des limites do dominio experimental e nas condi¢cdes criticas experimentais que
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estdo apresentadas nas Tabela 2.7 e 2.8, visando estabelecer uma comparagéo entre as

figuras de mérito dessas curvas.

Tabela 2.7. Condicées experimentais de realizacdo das curvas analiticas para determinagcéo

de ferro total.

Fatores
Volume injetado Volume injetado Vazao da solugao
Curvas 1,10-o-fenantrolina acido ascorbico carregadora
/ yL | pL / (mL min™)
Curva 1 1 1 1
Curva 2 1 1 -1
Curva 3 1 -1 1
Curva 4 1 -1 -1
Curva 5 -1 1 1
Curva 6 -1 1 -1
Curva 7 -1 -1 1
Curva 8 -1 -1 -1
Curva 9 0 0 0
Curva 10 critico critico critico

Tabela 2.8. Condicées experimentais de realizacdo das curvas analiticas para determinagcéo

de captopril.

Fatores
Curvas Volume injetado Volume injetado
DMPD / uL Fe(lll) / L

Curva1 1 1

Curva 2 1 -1

Curva 3 -1 1

Curva 4 -1 -1

Curva 5 critico critico

2.3.5 - Métodos de referéncia

Para validacao do procedimento proposto quanto a exatidao foi utilizado o método de

referéncia para determinacao de ferro total em amostras de fortificantes baseado na mesma

reacao empregada (Fe(ll) com 1,10-o-fenantrolina), mas em batelada.
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A validagdo do procedimento proposto para determinagdo de captopril, quanto a
exatidao, foi realizada empregando o método de referéncia preconizado pela Farmacopéia
Americana (United States Pharmacopeial Convention, 2002). O método é baseado em uma
titulagao iodimétrica em meio acido, onde o titulante KIO; e a amostra devem estar na
presenca de iodeto e amido para identificacdo do ponto final.

Os calculos relativos as figuras de mérito: limites de detecgdo e de quantificacao
foram realizados de acordo com as seguintes expressdes, LOD = ¢, + 3sy/a. € LOQ = ¢, +
10sv/ac; onde ¢, corresponde a concentracao calculada referente ao sinal do branco analitico
e S, 0 desvio padrdao (N = 10), enquanto a. corresponde ao coeficiente angular da curva
analitica correspondente (Miller & Miller, 2002). O desvio padrao relativo (RSD) foi calculado
de acordo com a expressao: RSD = (s,/x,) x 100; onde s, equivale ao desvio padrao relativo
a um determinado padréao analitico e x, corresponde ao valor médio encontrado para este

padréo (N = 10) (Miller & Miller, 2002).
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3- Resultados e discussoes

Os sistemas automatizados até entdo desenvolvidos em instrumentacdo analitica,
geralmente empregam a automatizacédo a partir da etapa de construgédo da curva analitica.
Neste sistema, a automatizagao do planejamento experimental seguiu como diferencial para
o0 aumento do desempenho de procedimentos analiticos. Para exemplificagdo de sua
atuacao, o sistema foi aplicado em uma reagao classica para determinacao de ferro total em
amostras de fortificantes, onde o Fe(lll) primeiramente foi reduzido para Fe(ll) que reagia
com o 1,10-o-fenantrolina. Em um segundo momento, a aplicagdo do sistema foi
exemplificada em uma reacao de formagao de um produto instavel para determinacao de
captopril pela reagdo com uma amina aromatica p-substituida (DMPD) na presencga de
agente oxidante (solucdo de Fe(lll)) em amostras de medicamentos. Como o objetivo
consistia em avaliar o desempenho do sistema automatizado, essas reacgdes foram
empregadas em amostras de medicamentos, que s&o amostras com um baixo grau de
complexidade.

Do ponto de vista instrumental, para a utilizagcdo do sistema automatizado, é
necessario dispor de um microcomputador inferior a Pentium Il com conector de interfaces
tipo ISA para adaptacdo da interface de conversdo digital/analégica (D/A), a qual foi
responsavel pelo controle da vazao das solugdes nos sistemas SIA. Esse controle poderia
ser feito sem essa interface, caso fosse construido um circuito eletrénico para o controle da
diferenca de potencial produzida pela porta paralela. Se nido fosse utilizada a interface de
conversao de sinal digital em analdgico ou qualquer outra interface de conversao, nao seria
possivel realizar a otimizagao da vazao.

O microcomputador deve possuir duas portas seriais, uma destinada ao controle da
valvula multiposicdo e outra para a aquisicdo de dados do espectrofotdbmetro. Na auséncia
de uma das portas, a aquisicdo de dados poderia ser realizada por interface que permita

conversao analdgica/digital (A/D). A interface PCL 711B empregada para a conversao D/A
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apresenta também um conversor A/D que poderia ser empregado para a aquisigao de

dados.

3.1 - Logica da programacao

Para aumentar o desempenho de procedimentos analitico, foi desenvolvido um
sistema automatizado que incorporou a etapa de otimizacdo multivariada de parametros aos
procedimentos de Analises por Injecdo Sequencial. O programa foi elaborado de forma a
acoplar etapas que eram entdo realizadas pelo operador de forma independente: a
otimizacdo de variaveis (planejamento experimental + execugdo + aquisicdo de dados +
tratamento dos dados), construgcdo de curva analitica nas condigdes otimizadas e
determinacao da concentragcao do analito nas amostras. Neste contexto, as intervengdes por
parte do operador foram minimizadas e nao foi necessario modificagbes nas configuragoes
fisicas do sistema SIA.

O sistema automatizado possuiu grau de complexidade médio, onde as tarefas foram
pré-definidas e o papel da automatizagdo foi parcial onde havia a participacdo humana,
mesmo que limitada. Uma vez desenvolvido o programa, a participagdo do operador foi
restrita ao preparo das solugdes (amostra, reagentes, solugdes de referéncia), troca das
solugbes no canal de amostra (Am), entrada de dados (quantidade e tipo de variaveis,
dominios experimentais, tipo de desenho experimental, nimero de réplicas e numero de
experimentos no ponto central) e a tomada de decisdo de sugestbes emitidas pelo
programa.

Assim, inicialmente era definido pelo operador o nimero de variaveis (n.var) e o tipo
correspondente a cada uma das variaveis (vazao, volume e acidez). Uma vez definida a
variavel n.var, a etapa seguinte consistia na entrada de dados referente ao dominio
experimental de cada variavel, formando uma matriz dom.var(n.var, 3). As trés colunas
dessa matriz correspondiam ao numero de niveis investigados. Um exemplo da tela
referente a entrada de dados para trés fatores pode ser observado na Figura 3.1. Uma vez

definido o dominio experimental, o operador devia selecionar o desenho experimental e
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estabelecer o numero de réplicas (n.rep) e o numero de experimentos no ponto central
(n.pontocentral), para que o programa efetuasse as etapas seguintes como o calculo do
numero de experimentos (n.exp) e, posteriormente, construir a matriz referente ao
planejamento experimental correspondente ao desenho escolhido e era apresentada ao
operador sob duas formas distintas: codificada (matriz) e com os valores reais (matriz.real).
Corte do programa contendo a légica para a definicdo dessas matrizes esta apresentado na
Figura 3.2. O operador selecionava o numero para variavel resp.design que assumia valores
de 1 a 4 e, dessa forma as matrizes referentes ao desenho selecionado era construida na
sub-rotina correspondente. Neste trabalho foram disponibilizados para a selecdo do
operador os seguintes planejamentos: fatorial completo de dois e trés niveis, fatorial
fracionario, desenho composto central e Box-Behnker. Para a utilizagdo desses desenhos,
foi necessario que o operador apresentasse conhecimento prévio sobre as condicdes e

informacdes que poderia adquirir com o planejamento experimental selecionado.

Numero de variaveis: 3

Limite inferior do fator : Limite superior do fator

Limite inferior do fator : Limite superior do fator :__
Limite inferior do fator : Limite superior do fator :__

Figura 3.1. Tela de entrada do dominio experimental.
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IF resp.design = 1 THEN
CALL CompostoCentral(n.rep%, n.pontocentral%, n.exp%, matriz!(), matriz.real!())
ELSE
IF resp.design = 2 THEN
CALL Fatorial3Niveis(n.rep%, n.pontocentral%, n.exp%, matriz!(), matriz.real!())
ELSE
IF resp.design = 3 THEN
CALL BoxBehnKer(n.rep%, n.pontocentral%, n.exp%, matriz!(), matriz.real!())
ELSE
IF resp.design = 4 THEN
CALL FatorialFrac(n.rep%, n.pontocentral%, n.exp%, matriz!(), matriz.real!())
END IF
END IF

END IF
END IF

Figura 3.2. Corte do programa contendo a légica usada para a chamada de sub-rotinas
especificas referentes aos diferentes desenhos experimentais.

Para todas as fases do tratamento de dados foi utilizada a matriz contendo os
valores codificados matriz(n.exp, n.var+1). Uma nova coluna foi adicionada ao niamero de
varidveis para numeracdo aleatéria dos experimentos. Ambas as matrizes eram

apresentadas ao operador antes da realizagao dos experimentos, como na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Tela de apresentagdo das matrizes construidas baseadas no desenho
experimental selecionado pelo operador.

A matriz contendo valores reais passava por processamentos matematicos para o
célculo de sua pseudomatriz para facilitar o tratamento de dados apés realizagdo dos
experimentos. Nesta etapa, a primeira coluna da matriz, a qual correspondia as informagdes
sobre a ordem de execucdo dos experimentos era desprezada. Para esse processamento, a
matriz matriz.real(n.exp, n.var) era entdo modificada de acordo com o numero de
coeficientes (n.c) que seriam gerados no modelo, ao assumir as dimensbdes (h.exp, n.c). Por
exemplo, em um modelo quadratico para duas variaveis, seriam gerados seis coeficientes.
Portanto, as duas primeiras colunas passariam a apresentar os termos quadraticos; as duas
subsequentes, os termos lineares; e, as duas Ultimas colunas assumiriam o termo de

interacao e o termo independente (1). Assim como descrito no exemplo a seguir:

Ar1 B,
. A B 5
Matriz dos fatores: nexpl Tnexp.d
il BLE ALEI Blﬁl ABIL.E 11,6
Matriz modificada: X = A;z.ax'p,l B;.sx'p_.z An.ax'p,ﬂ Bn.sx'pﬂ ABn.sx'p_.E 1:":.91',‘::,6

Para realizagdo dessa etapa, a matriz transposta (X') era entdo calculada pela
transposigdo da matriz (X), para, entéo, ser calculada a matriz inversa deste produto (X'X).
Para a aplicacdo desta sub-rotina, sé era necessario, os numeros de linhas e colunas da
matriz, os quais ja haviam sido definidos por n.exp e n.c, respectivamente. E importante
ressaltar que nao havia a possibilidade de inexisténcia de matriz inversa, visto que elas sao
baseadas em desenhos experimentais previamente estabelecidos em que a matriz

quadratica dos pardmetros ndo apresenta determinante nulo.
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Devido ao laborioso processo de criagao de sub-rotinas para esse processamento
matematico em linguagem QuickBasic 4.5, em um segundo momento, as pseudomatrizes
(X'X)'X' foram fixadas no programa em um banco de dados. Isto foi feito, devido ao fato
dessas matrizes dependerem somente do desenho experimental selecionado, do numero de
réplicas e do numero de experimentos no ponto central, uma vez que as variaveis ja
estavam codificadas e os dominios das varidveis codificadas estdo sempre entre -1 e +1,
excegao feita ao dominio referente ao planejamento composto central. Assim, todas as
vezes que essas variaveis (numero de variaveis, desenho experimental selecionado,
numero de réplicas e numero de experimentos no ponto central) se repetissem, a matriz
planejamento sera a mesma e, consequentemente, a sua pseudomatriz também sera. Desta
forma, foi evitada a etapa de calculo da pseudomatriz substituindo pela busca em um banco
de dados.

A execugao dos experimentos foi realizada de acordo com a ordem sorteada e, para
cada experimento era realizada a leitura do branco e da amostra (real ou sintética).
Idealmente o processo de otimizacao deve ser realizado com amostra, uma vez que a matriz
da solugdo de referéncia geralmente nao apresenta semelhanca com a composicdo da
amostra. Para a realizagao desse processo € necessario ter um conhecimento aproximado
da concentragdo do analito na amostra, caso nao seja possivel, pode ser realizada uma
adicdo de padrao a amostra de concentracdo desconhecida.

Todos os registros eram gravados em arquivos no diretério escolhido pelo usuario e
0s sinais correspondentes aos maximos valores liquidos de absorbancia eram armazenados
no vetor resposta resp(n.exp). A multiplicacdo da pseudomatriz matriz.real(n.exp, n.c) pelo
vetor resposta resp(n.exp) permitiu a geracdo do vetor dos coeficientes do modelo

coeficientes(n.c). Toda essa triangulagao inicial pode ser resumida pela equagao abaixo

-1yt
b{nc:] = (X{tn.c,n.expj'X{n.exp,n.c]] lX{n.c,n.exp]'Yn.exp

56



Exemplo genérico de calculo do vetor contendo os coeficientes para um modelo

quadratico de dois fatores é apresentado na equacéao abaixo:

(A, e A -
B i Biaewa " "
Az | Apewa Agy Bia Az Bia ABy s lyg
b, By4 By cupa Afewps Brewp: Anews Brews ABncws lnewms
( E ) ABig i AByams
boo/ - Lh1lie 0 lyeaps ]
/ Ai,i ’qi.er;rl,l h
Bl:.: Br'?.erg:l_:
"ql.! : "qn.e.m_!
Biy ! Bpampa
ABys | AByems ()h )
1L-J-:I.Lliu lr!.s*rg:l_ﬁ 'n.exp

A equacdo do modelo podia entdo ser apresentada através dos coeficientes
encontrados e os pontos criticos calculados de acordo com o critério de Lagrange. O vetor
dos efeitos efeito(n.c) foi obtido pela multiplicagdo dos valores referentes ao vetor dos
coeficientes coeficientes(n.c) pelo escalar dois, excegao feita ao termo independente, uma

vez que so6 foram avaliados efeitos de planejamentos fatoriais e fatoriais fracionarios.

L) G

e

Caso fossem obtidas condigbes criticas dentro do dominio investigado, o proximo
passo passava a ser a construgcdo da curva analitica para a analise das amostras. Para dar
continuidade aos experimentos, era necessario o aval (tomada de decisdo) do operador,

bem como a disponibilidade de solugcbes de referéncias com diferentes concentragbes do
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analito. Optou-se por ndo empregar o processo de diluigao in-line (ECONOMOU, 2005), pois
seria necessaria uma etapa precedente de construgdo de uma curva anlitica em batelada
para calculo do fator de diluigdo, o que possivelmente, exigiria maior qualificagdo do
operador.

Caso a funcdo resposta ndo apresentasse um maximo, era necessario prosseguir
com o processo de otimizagdo das variaveis, estimando uma nova zona de regiao 6tima.
Para isto é necessario o calculo do vetor gradiente que direciona para um novo dominio
experimental onde outro planejamento experimental pode ser realizado, desde que a
sugestdo emitida pelo programa tenha sido acatada pelo operador. Na entrada de dados,
era necessario que ele apresentasse algum conhecimento prévio sobre o sistema quimico
para informar as variaveis de interesse e o dominio experimental. O desconhecimento da
quimica envolvida e limitagdes instrumentais podem inviabilizar o deslocamento dos
dominios experimentais para um ou mais fatores, mas essa decisdo cabe ao operador.

Os residuos referentes ao modelo gerado foram calculados utilizando o método de
regressao dos minimos quadrados lineares, que consiste na busca dos coeficientes que
minimizem a soma dos quadrados dos residuos. O ajuste mais simples € uma reta. O
mesmo método foi utilizado para o tratamento dos dados para geracado da equacgao da reta
referente a curva analitica.

O primeiro relatério gerado continha as informagdes referentes ao processo de
otimizacdo como a equag¢do do modelo, as condigdes criticas calculadas, os efeitos e as
informacdes sobre os residuos do modelo. Se fossem realizadas as analises, no relatério
seguinte, estavam presentes informacdes sobre a curva analitica e as concentragdes do
analito nas amostras. Este ultimo relatério continha também outras informagdes como os
coeficientes angular, linear e de correlagdo da curva analitica e as concentragbes das
amostras analisadas com seus respectivos desvios padréao.

No desenvolvimento do programa foram avaliadas possiveis funcbes respostas a
partir dos dados gerados pelo detector. A primeira op¢ao analisada foi a sensibilidade, pois

a mesma atua sobre outras caracteristicas analiticas como limites de deteccdo e
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quantificagdo. Uma segunda opcao foi normalizar a resposta (absorbancia) em fungao dos
volumes de reagentes injetados para o procedimento do captopril, visando promover melhor
resposta com menor consumo de reagentes, em especial de DMPD. Dessa forma, estariam
sendo consideradas tanto as figuras de mérito (sensibilidade, limite de detecgao e limite de
quantificagdo), como fatores de ordem econ6mica e ambiental. Contudo, n&o foi observada
diferenga significativa utilizando esta resposta para o procedimento proposto para o
captopril. E importante a obtencdo de grau de sobreposicdo de zonas (P) préxima a
unidade, mas nao foi possivel a utilizacdo desse parametro como fator resposta porque
menores volumes de amostras e reagentes provocariam maior dispersao da zona composta
(amostra + reagentes) no percurso analitico e, consequentemente, o sinal liquido seria
reduzido. Portanto, o fator resposta selecionado foi o sinal liquido, o qual corresponde a

diferenca entre os sinais da amostra e do branco analitico.

3.2 - Otimizagoes preliminares ao planejamento experimental

Dois parédmetros que devem ser considerados em sistemas de Analise por Injecéo
Sequencial foram otimizados sem utilizagdo do programa para automatizacado desenvolvido.
Esses parametros foram: (i) ordem de aspiragdo dos reagentes e amostra para a bobina de
amostragem (Ba); e (ii) o comprimento da bobina de reagao (Br).

A ordem de aspiragdo dos reagentes e amostra influencia sensivelmente no sinal
analitico gerado e todas as combinagbes possiveis devem ser antecipadamente avaliadas.
Fato esse que corroborou para que esse parametro nao fosse explorado no planejamento
experimental. Portanto para essa etapa foi dispensado o uso do programa desenvolvido. Os
sinais obtidos para as mesmas solugbes de amostra e reagentes para as diferentes ordens
de aspiracdo avaliadas no procedimento de determinacado de ferro total em fortificantes

estdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Efeito da ordem de aspiracdo das solugbes de reagentes e amostra sobre o
sinal analitico para determinacéo de ferro total em fortificantes. Condigcdo: 120 uL de
solugdo de Fe(lll) 2,6 mg L', 120 uL de agente redutor: acido ascoérbico e reagente
cromogénico: 1,10-o-fenantrolina, B, = 50 cm € @ansportacor = 2,42 mL min™ (N = 3).

Entrada Ordem de Aspiragao Sinal liquido
1 Fe — Redutor — Fenantrolina 0,049 + 0,001
2 Fe — Fenantrolina — Redutor 0,072 £ 0,001
3 Redutor — Fenantrolina — Fe 0,054 + 0,001
4 Fenantrolina — Redutor — Fe 0,054 + 0,001
5 Fenantrolina — Fe — Redutor 0,081 + 0,001
6 Redutor — Fe — Fenantrolina 0,081+ 0,001

De acordo com os aspectos envolvidos na reagao em estudo onde o produto medido
€ o complexo formado entre o ferro no estado de oxidacdo 2+ e a 1,10-o-fenantrolina, a
amostra contendo ions Fe(lll) e Fe(ll) deve entrar em contato primeiro com o redutor para
posterior reagcdo com o reagente cromogénico. Era de se esperar que as ordens de
aspiragao referente as entradas 1 e 4 (Tabela 3.1) apresentassem melhores niveis de
sensibilidade. Contudo, os baixos valores de resposta obtidos para as entradas 1 e 4
(Tabela 3.1) foram relacionados a uma mistura pouco efetiva da 1,10-o-fenantrolina com a
zona da amostra, ja que as mesmas nao apresentavam interface.

As misturas que apresentaram maiores sensibilidades correspondiam as zonas onde
as solucbes de complexante e redutor encontravam-se nos extremos (entradas 5 e 6),
formando um sanduiche com a zona de amostra. Portanto, a ordem de aspiracéo
selecionada para os experimentos posteriores foi Fenantrolina — Fe — Redutor.

A etapa principal da reacdo em estudo para determinacédo de captopril consistia na
formagédo de um radical iminoquinona para posterior reagdo com o analito (Chagas, 2007).
As aliquotas dos reagentes DMPD e Fe(lll) deveriam ser aspiradas em sequéncia para

formar uma interface de reacéo. Desta forma, ocorreria primeiramente a producao do radical

60



iminoquinona e, em sequéncia, a reagao desta espécie com o captopril. Mais uma vez,

todas as ordens de adicao possiveis foram avaliadas e estdo apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Efeito da ordem de aspiracdo das solugbes de reagentes e amostra sobre o
sinal analitico para determinagédo de captopril em medicamentos. Condi¢do: 120 uL de CPT
(50 mg L), 120 uL de solugdo de Fe(lll) e 60 uL de solugdo de DMPD, B, = 100 cm e
(Dtransponador = 4,01 mL min” (N = 3)

Entrada Ordem de Aspiragao Sinal liquido
1 CPT — Fe(lll) - DMPD -0,049 + 0,036
2 CPT — DMPD - Fe(lll) 0,262 + 0,001
3 DMPD - Fe(lll) - CPT 0,043 + 0,002
4 Fe(lll) - DMPD - CPT 0,241 + 0,003
5 Fe(lll) - CPT — DMPD 0,067 + 0,008
6 DMPD — CPT- Fe(lll) 0,144 + 0,016

As entradas 2 e 4 da Tabela 3.2 correspondem as misturas que apresentaram os
maiores sinais liquidos. Nessas misturas, as amostras nao entraram em contato diretamente
com a solugao de Fe(lll), evitando uma possivel reacado oxidagao do captopril pelo Fe(lll) ou
complexagao do Fe(lll) com o captopril. A oxidagdo do captopril pelo Fe(lll) foi a explicagédo
para o sinal liquido negativo (entrada 1, Tabela 3.2), pois o radical iminoquinona formado
também absorve no comprimento de onda de 485 nm. Nesta condicdo menos radical
iminoquinona foi produzido pois parte dos ions Fe(lll) foram consumidos para a oxidagao do
analito.

Os menores sinais obtidos para as condi¢gdes onde a amostra permanece no centro
da zona (entradas 5 e 6, Tabela 3.2) foram relacionados com a mistura pouco efetiva entre
as solugdes de DMPD e Fe(lll), assim como por uma oxidagdo parcial do captopril pelo
Fe(lll).

A ordem de aspiragdo CPT-DMPD-Fe(lll) foi selecionada para os experimentos
posteriores, pela virtude de apresentar sensibilidade ligeiramente mais elevada que a obtida
com a ordem de aspiragao Fe(lll) - DMPD — CPT.

A influéncia do comprimento de bobina sobre nos procedimentos propostos foi

avaliada de forma univariada, variando o comprimento de Br no intervalo de 50 - 200 cm
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para determinagdo do teor de ferro total (Figura 3.4) e entre 25 e 200 cm para a
determinacao de captopril (Figura 3.5). Todos esses comprimentos de bobina ndo poderiam
ser avaliados sem manipulagdo do usuério, ja que o numero de posi¢cdes da valvula
multiposi¢do disponivel era limitado a oito. Portanto, a otimizagdo do comprimento de Br
também foi realizada de forma independente do processo automatizado de analise.
Idealmente, a otimizagdo do comprimento da bobina de reagdo deveria ser incorporada ao
planejamento experimental. Porém, essa possibilidade foi descartada para evitar
reconfiguracdo do sistema SIA. Uma alternativa para promover essa avaliagdo seria a
substituicao do fator comprimento de bobina pelo fator nimero de reversbées do sentido do
fluxo, visto que a reversao do sentido do fluxo também proporciona a mistura e a disperséo
das solugdes inseridas no percurso analitico. Outras configuragées do modulo de analise
poderiam ser utilizadas para o mesmo propdsito. Contudo, poderia ser descartada a
avaliagdo do efeito desse fator, j4 que a mistura e dispersdo das solugbes também sao
avaliadas pelos fatores relacionados com os volumes aspirados das solugdes e vazao da

solugéo carregadora.

0,07

0,06 §

0,05 ¢

50 100 150 200
I/ cm

Figura 3.4. Efeito do comprimento da bobina reacional sobre o sinal analitico para o sistema
de determinacgao de ferro total em fortificantes. Condicdo: 120 uL de solugcdo de Fe(lll) 2,5
mg L7,120 uL de acido ascorbico e de 1,10-o-fenantrolina, Gransportador = 2,42 mL min” e ordem
de aspiragdo: Fenantrolina-Fe-Redutor (N= 3).
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Figura 3.5. Efeito do comprimento da bobina reacional sobre o sinal analitico para o sistema
de determinagéo captopril em medicamentos. Condigdo: 120 uL de CPT (50 mg L), 120 uL
de solugdo de Fe(lll) e 60 uL de solugdo de DMPD, ®yansportador = 4,01 mL min™ e ordem de
aspiracdo: CPT-DMPD-Fe(lll) (N = 3).

Para a aplicagao visando a determinacao de ferro total em fortificantes, foi observado
um aumento pronunciado do sinal analitico no intervalo de comprimento de bobina entre 50
e 150 cm (Figura 3.4). Uma vez que a cinética envolvida na reacao entre Fe(ll) e 1,10-0-
fenantrolina é rapida, os fenbmenos que predominam sao fisicos (penetragdo entre zonas e
dispersao). No comprimento de bobina de reagcédo de 150 cm foi observado o sinal analitico
maximo. O decaimento do sinal analitico para comprimentos de Br maiores que 150 cm foi
associado ao aumento da dispersao do complexo (Fe(ll) - 1,10-o-fenantrolina) na solugéo
transportadora. Assim foi selecionada bobina de reacdo de 150 cm para determinacao de
ferro total em amostras de fortificantes.

Na aplicacao relativa a determinagcdo de captopril, foi observado um aumento
pronunciado no sinal analitico no intervalo de comprimento de bobina de 25 a 100 cm
(Figura 3.5). O decaimento do sinal analitico a partir do comprimento de bobina de 100 cm
foi relacionado com a dispersdo da mistura na solucdo transportadora. Comprimentos de
bobina inferiores a 100 cm produziram sinais analiticos que também poderiam estar
associados ao intermediario de reacao (radical iminoquinona), o qual apresenta menor

absorvitividade molar no mesmo comprimento de onda do produto formado (485 nm). A
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partir dos resultados obtidos foi selecionada bobina de reagao de 100 cm para a realizagao

das determinacgdes de captopril em produtos farmacéuticos.

3.3 - Otimizagoes multivariadas empregando a metodologia de superficie de

resposta

A etapa de planejamento experimental foi realizada utilizando o sistema automatico
de otimizacado de parametros desenvolvido e todos os resultados foram calculados com o
programa desenvolvido (item 3.1). Os graficos de pareto e de superficie de resposta que
serdo apresentados foram construidos com o auxilio do pacote Statistica, apenas para
facilitar visualizacdo e interpretagcdo dos leitores. Vale salientar que todo o processo de
otimizacdo poderia ser finalizado sem visualizagao do grafico de pareto ou superficie de

resposta.

3.3.1 - Metodologia de superficie de resposta na determinagao de ferro total

O sistema automatizado desenvolvido foi testado inicialmente com uma reacgao
classica amplamente difundida para determinagado espectrofotométrica de Fe(ll) com o
reagente cromogénico 1,10-o-fenantrolina. Nesse primeiro sistema testado, optou-se por
otimizar utilizando o planejamento experimental somente as variaveis hidrodindmicas
relacionadas com o sistema SIA. Inicialmente foi realizada a sondagem sobre o efeito dos
fatores em estudo: volume de cada um dos reagentes envolvidos e vazdo da solugao
carregadora. A matriz referente aos experimentos esta apresentada na Tabela 3.3.

Esse processo de otimizacgéao foi realizado com solugdes de referéncia em ions Fe(lll)
10 mg L. Essa concentragdo corresponde a maxima concentragdo de interesse da curva de
trabalho. Assim, otimizadas as condigbes para a maxima concentragdo de Fe(lll), havera
reagente suficiente para a determinagdo da concentragdo do analito nas amostras e em

todas as outras solucdes da curva analitica.
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Tabela 3.3. Planejamento fatorial 2° empregado na otimizagdo multivariada das variaveis do
procedimento SIA para determinacao de ferro total em fortificantes, valores reais, suas
coordenadas e as respectivas respostas.

Vazao da solugao

Volume injetado Volume injetado AR Resposta
carregadora
RC (uL) (L) . AA
(mL min™)
320 (+) 320 (+) 5,15 (+) 0,168
320 (+) 320 (+) 1,18 (-) 0,175
320 (+) 40 (-) 5,15 (+) 0,104
320 (+) 40 (- 1,18 (-) 0,163
40 (-) 320 (+) 5,15 (+) 0,000
40 (-) 320 (+) 1,18 (-) 0,005
40 (-) 40 (-) 5,15 (+) 0,000
40 (-) 40 (-) 1,18 (-) 0,006
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,135
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,134
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,133
320 (+) 320 (+) 5,15 (+) 0,165
320 (+) 320 (+) 1,18 (-) 0,170
320 (+) 40 (-) 5,15 (+) 0,103
320 (+) 40 (- 1,18 (-) 0,164
40 (-) 320 (+) 5,15 (+) 0,002
40 (-) 320 (+) 1,18 (-) 0,015
40 (-) 40 (-) 5,15 (+) 0,001
40 (-) 40 (-) 1,18 (-) 0,003
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,132
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,138
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,137

RC = 1,10-o-fenantrolina. AR = acido ascorbico

O resultado da analise de variancia, admitindo p = 0,05 e considerando como
resposta a diferenca de sinal entre os sinais analiticos da amostra e do branco, esta
apresentado no grafico de pareto (Figura 3.6). Os comprimentos das barras sao

proporcionais aos valores absolutos dos efeitos.
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(1) Volume Fenanantrolina / pL 105,4
(3) Vazao / (mL/min) -14,06

(2) Volume Redutor / pL 13,93
1x2 11,80
1x3 -9,47
2x3 I 8,75

0 2 40 60 80 100
p=,05

Efeitos padronizados

Figura 3.6. Grafico de pareto dos efeitos padronizados relativo ao planejamento fatorial 2°
empregado na otimizagdo multivariada das variaveis do sistema SIA para determinagéo de
ferro total em fortificantes.

Foi observado que o volume do reagente 1,10-o-fenantrolina € um fator cujo efeito é
altamente significativo, o que pode ser confirmado com os resultados individuais
apresentados na Tabela 3.3 quando os experimentos foram realizados no nivel maximo para
esse fator. Os efeitos do volume do reagente redutor e da vazdo também se mostraram
significativos. Sendo assim, todos os fatores investigados foram novamente considerados no
planejamento posterior utilizando a metodologia de superficie de resposta.

Foi realizado o teste de curvatura para avaliar o comportamento em torno do ponto
central e foi observado valor negativo para z, permitindo a inferéncia de uma regido de
trabalho préxima as condi¢des criticas de maximo (Massart et al., 1997). Dessa forma, o
dominio investigado também foi mantido para os experimentos seguintes. O desenho
experimental selecionado para a metodologia de superficie de resposta foi o Box-Behnker.
Como o dominio experimental ndo sofreu alteragdes, através do procedimento usual em que
0s experimentos s&o realizados pelo operador, seria provavel a adicdo de seis pontos em
estrela para formar um desenho composto central e evitar a realizacdo de um novo
planejamento. Contudo, o programa desenvolvido nao possibilitava identificar os pontos
ausentes no desenho experimental ja executado e que permitiiam a complementacao de

experimentos para obter um novo desenho. O desenho Box-Behnker também foi
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selecionado para explorar mais matrizes disponiveis no programa. A matriz referente aos

experimentos esta apresentada na 3.4.

Tabela 3.4. Planejamento Box-Behnker empregado na metodologia de superficie de
resposta do procedimento SIA para determinagcédo de ferro total em fortificantes, valores
reais, suas coordenadas e as respectivas respostas.

Vazao da solugao

Volume injetado Volume injetado Resposta
RC (uL) AR (uL) carregafiora AA
(mL min™)
40 (-) 40 (-) 3,17 (0) 0,006
320 (+) 40 (-) 3,17 (0) 0,163
40 (-) 320 (+) 3,17 (0) 0,015
320 (+) 320 (+) 3,17 (0) 0,192
40 (-) 180 (0) 1,18 (-) 0,045
320 (+) 180 (0) 1,18 (-) 0,152
40 (-) 180 (0) 5,15 (+) 0,002
320 (+) 180 (0) 5,15 (+) 0,190
180 (0) 40 (-) 1,18 (-) 0,154
180 (0) 320 (+) 1,18 (-) 0,148
180 (0) 40 (-) 5,15 (+) 0,130
180 (0) 320 (+) 5,15 (+) 0,180
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,183
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,184
180 (0) 180 (0) 3,17 (0) 0,183

RC = 1,10-o-fenantrolina. AR = acido ascorbico

O planejamento Box-Behnker consiste em um desenho fatorial incompleto de trés niveis. O
planejamento utilizado e a matriz Doehlert apresentam eficiéncia superior a obtida com a
aplicacdo dos desenhos composto central e o fatorial completo, ja que o numero de
experimentos necessarios para geragao de um mesmo numero de parametros € menor para
o numero de fatores investigados (Ferreira et al., 2007). As superficies de resposta pelo
planejamento Box-Behnker (Figura 3.7) foram descritas pela equacdo do modelo
apresentada na tela de saida (Figura 3.8) que contém o relatorio referente a essa etapa de
otimizagdo. Os termos x e y correspondem aos volumes das solugbes de 1,10-o-fenantrolina

e do agente redutor, respectivamente; e z, a vazdo da solugéo carregadora.
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Figura 3.7. Superficies de resposta referente ao planejamento Box-Behnker (i) volume de
redutor x volume de 1,10-o-fenantrolina mantendo vazdo do carregador constante no nivel
intermediario, (i) vazdo do carregador x volume do redutor mantendo volume da 1,10-0-
fenantrolina constante no nivel intermediario e (iii) vazdo do carregador x volume da 1,10-0-
fenantrolina mantendo volume do redutor constante no nivel intermediario.
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RELATORIO DO PLANEJAMENTO REALIZADO

R=co.1 x*+ c0.2y?+ co.32z%2+ co.dx+ cob5y+ co.6z+ co7xy+ co.8xz+ co.9yz+ co.10
R =-0.072 x%2 -0.017 y% -0.014 z% + 0.079 x +0.010 y + 0.000 z + 0.005 xy + 0.020 xz + 0.014 yz + 0.183

criticox.cod=0.704
criticoy.cod=0.809
criticoz.cod=0.958

efeito(co.1)= —-0.072
efeito(co.2)= -0.017
efeito(co.3)= -0.014
efeito(co.4)= 0.157
efeito(co.5)= 0.020
efeito(co.6)= 0.000
efeito(co.7)= 0.010
efeito(co.8)= 0.040
efeito(co.9)= 0.028

criticox.real=297.3
criticoy.real=292.1
criticoz.real=5.0

efeito(co.1)= -0.072
efeito(co.2)= -0.017
efeito(co.3)= -0.014
efeito(co.4)= 0.157
efeito(co.5)= 0.020
efeito(co.7)= 0.010
efeito(co.8)= 0.040
efeito(co.9)= 0.028
efeito(co.10)=0.115

efeito(co.10)= 0.115
Equacio de ajuste do modelo:

y=(3.80202x10-4 £ 0.0022) + (0,99704+ 0.01507).x R = 0.99852 (n=15)

Figura 3.8. Tela de saida gerada pelo programa contendo o relatorio referente a etapa de
otimizagdo do procedimento para determinagdo de ferro total em fortificantes empregando o
desenho experimental Box-Behnker.

No estagio atual do programa, todos os coeficientes do modelo (significativos ou nao)
foram utilizados para a realizagdo dos calculos dos valores preditos e condigdes criticas.
Muitas vezes ndo é observada discrepancia entre os valores preditos calculados pela
equagao completa e pela equagédo onde s6 sao incorporados os coeficientes signficativos, ja
que a contribuicdo dos efeitos nao significativos € minima, entretanto é possivel a geracao
de ruido. Para o desenvolvimento da superficie de resposta foram considerados os valores
reais das variaveis. Os valores preditos pela equagdo do modelo apresentaram boa
concordancia com os valores experimentais encontrados, apresentando coeficiente de
correlagdo igual a 0,9985, coeficiente angular 0,997 e coeficiente linear 3,80 x 10*. Nao foi
observada falta de ajuste no modelo gerado.

Foram observados perfis diferentes nas superficies de respostas (Figura 3.7). Péde-

se observar que a variacao do sinal com o volume do reagente 1,10-o-fenantrolina foi
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bastante pronunciada quando comparada com a variagdo do sinal provocada pelos dois
outros fatores, confirmando as informagdes obtidas pela analise do grafico de pareto (Figura
3.6).

Pelos resultados obtidos com o planejamento Box-Behnker, foi possivel determinar o
ponto de 6timo dentro do dominio experimental investigado utilizando o critério de Lagrange,
como anteriormente descrito. As condigdes criticas encontradas estdo apresentadas na

Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Valores das variaveis otimizadas pelo sistema automatizado de ofimizagdo
multivariada empregando o método da superficie de resposta para determinagdo de ferro
total em fortificantes.

Variaveis otimizadas

Volume injetado de 1,10-o-fenantrolina 277,3 uL
Volume injetado de acido ascérbico 292,1 pL
Vazao da solugéo transportadora 5,0 mL min™

3.3.2 - Metodologia de superficie de resposta na determinagao de captopril

O mesmo sistema automatizado foi empregado para melhorar o desempenho do
procedimento para determinagdo de captopril baseado na reacdo de formacido de um
produto instavel. Em trabalhos anteriores do Grupo (Chagas, 2007) tinha sido desenvolvido
um sistema FIA para a determinacao de captopril, no qual as concentragdes dos reagentes
Fe(lll) e DMPD foram otimizadas de forma univariada. Portanto, nessa segunda aplicagao,
optou-se por otimizar pelo planejamento experimental as mesmas variaveis relacionadas
com o sistema SIA anterior (Determinacdo de ferro total em fortificantes): volumes dos
reagentes e vazao do carregador, além da acidez das solugdes dos reagentes.

Foi realizada a sondagem sobre os efeitos dos fatores em estudo: volume de cada
um dos reagentes, vazao da solugdo carregadora, acidez de cada um dos reagentes
empregando o planejamento fatorial fracionario 2°' (Barros Neto et al., 2003). A matriz

referente aos experimentos estd apresentada na Tabela 3.6. Devido ao numero de
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experimentos realizados no ponto central do dominio investigado (8), seriam necessarios

somente mais oito experimentos para completar a matriz contendo o planejamento fatorial

completo e, desta forma, eliminar vieses e perda na interpretacdo dos efeitos. Contudo, o

objetivo neste trabalho foi explorar e avaliar ao maximo o programa desenvolvido.

Tabela 3.6. Planejamento fatorial fracionario 2" empregado na otimizagdo multivariada das
variaveis do procedimento SIA para determinagdo de captopril em medicamentos, valores
reais, suas coordenadas e suas respectivas respostas.

Acidez do Volume Acidez do Volume Vazao da
te Fe(lll) injetado reagente injetado solugao Resposta
reagen LA Fe(lll) DMPD DMPD carregadora  AA
(mol L) (uL) (mol L) (uL) (mL min™)
0,1(-) 30 (-) 0,1(-) 15 (-) 5,15 (+) 0,058
0,5 (+) 150 (-) 0,1(-) 15 (-) 1,18 (-) 0,043
0,1(- 30 (+) 0,1(-) 15 (-) 1,18 (-) 0,059
0,5 (+) 150 (+) 0,1(-) 15 (-) 515 (+) 0,015
0,1(- 30 (-) 0,5 (+) 15 (-) 1,18 (-) 0,029
0,5 (+) 150 (-) 0,5 (+) 15 (-) 515 (+) 0,018
0,1(- 30 (+) 0,5 (+) 15 (-) 515 (+) 0,022
0,5 (+) 150 (+) 0,5 (+) 15 (-) 1,18 (-) 0,030
0,1(- 30 (-) 0,1(-) 75 (+) 1,18 (-) 0,089
0,5 (+) 150 (-) 0,1(-) 75 (+) 515 (+) 0,069
0,1(- 30 (+) 0,1(-) 75 (+) 5,15 (+) 0,109
0,5 (+) 150 (+) 0,1(-) 75 (+) 1,18 (-) 0,128
0,1(- 30 (-) 0,5 (+) 75 (+) 5,15 (+) 0,029
0,1(-) 150 (-) 0,5 (+) 75 (+) 1,18 (-) 0,032
0,1(-) 30 (+) 0,5 (+) 75 (+) 1,18 (-) 0,107
0,1(-) 150 (+) 0,5 (+) 75 (+) 1,18 (-) 0,107
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,059
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,062
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,066
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,061
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,057
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,058
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,060
0,3 (0) 90 (0) 0,3 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,057

O processo de otimizagao foi realizado com amostras de captopril preparadas em

concentragéo ca. 50 mg L™.

Assim, como no sistema anterior, o resultado da analise de variancia, admitindo p =

0,05 e considerando como resposta a diferenca entre os sinais da amostra e do branco, esta
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apresentado no grafico de pareto (Figura 3.9). Os comprimentos das barras sao

proporcionais aos valores absolutos dos efeitos.

(4) Volume DMPD / pL
2x4

(2) Volume Fe / pL

(3) Acidez DMPD / (mol/L)
2x3

(5) Vazao / (mL/min)
1x4

(1) Acidez Fe / (mol/L)
1x3

2x5

3x5

3x4

1x5

1x2

4x5

0 5 10 15 20 25 30 35

Efeitos padronizados

Figura 3.9. Grafico de pareto dos efeitos padronizados relativo ao planejamento fatorial
fracionario 2%

Foi observado que os volumes dos reagentes DMPD e Fe(lll), assim como a
interacao entre eles foram fatores cujos efeitos foram os mais significativos. Isso porque na
interface entre esses dois reagentes ha a formacgao do radical iminoquinona que absorve no
mesmo comprimento de onda do produto da reagao de interesse. Dessa forma, o radical
produzido contribui no sinal do branco e, conseqiientemente, na resposta liquida. Portanto,
pequenas variagdes na quantidade de um desses reagentes provocam diferencas
significativas na resposta.

Os outros fatores investigados: vazao do carregador, acidez da solucao de Fe(lll) e
acidez da solugdo de DMPD também apresentaram efeitos significativos sobre o sinal
analitico. Os efeitos correspondentes a acidez nas solugdes dos dois reagentes
apresentaram sinal negativo (mesmo comportamento), indicando que a redugdo da acidez
do meio, provocaria aumento no sinal liquido. Assim, para reduzir possiveis efeitos Schlieren
(Rocha & Noébrega,1996) e evitar o preparo de solugdes de cada um dos reagentes com

diferentes niveis acidez, foi realizado um novo planejamento onde as variaveis acidez da
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solugcado de Fe(lll) e acidez da solugao de DMPD foi incorporada em uma Unica variavel
denominada acidez dos reagentes.

Sendo assim, todos os fatores investigados foram considerados no desenho
posterior também utilizando o planejamento fatorial fracionario, nesse momento para quatro

fatores. A matriz referente aos experimentos esta apresentada na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Planejamento fatorial fracionario 2*' empregado na otimizagdo multivariada das
variaveis do procedimento SIA para determinagao de captopril em medicamentos, valores
reais, suas coordenadas e suas respectivas respostas.

Acidez dos Volume Volume Vazlao~da R t
reagent:as injetado injetado ca??e;gzgra esAsz a
(mol L™) Fe(lll) (pL) DMPD (pL) (mL min")

0,1(-) 30 (-) 15 () 1,18 (-) 0,070
0,5 (+) 30 (-) 15 (-) 5,15 (+) 0,023
0,1(-) 150 (+) 5(-) 5,15 (+) 0,037
0,5 (+) 150 (+) 15 (-) 1,18 (-) 0,045
0,1(-) 30 (-) 75 (+) 5,15 (+) 0,175
0,5 (+) 30 (-) 75 (+) 1,18 (-) 0,045
0,1(-) 150 (+) 75 (+) 1,18 (-) 0,168
0,5 (+) 150 (+) 75 (+) 5,15 (+) 0,055
0,3 (0) 90 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,073
0,3 (0) 90 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,078
0,3 (0) 90 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,076
0,3(0) 90 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,069
0,3 (0) 90 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,073
0,3 (0) 90 (0) 45 (0) 3,17 (0) 0,070

O grafico de pareto com o resultado da andlise de variancia, admitindo nivel de
significancia de 5% e considerando como resposta o sinal liquido esta apresentado na
Figura 3.10. Os mesmos comportamentos foram observados para os fatores investigados no
planejamento anterior, com exceg¢ao do efeito do volume da solugéo de Fe(lll) que deixou de
apresentar significancia para o nivel de confianca de 95%.

O efeito da acidez dos reagentes foi altamente significativo e negativo. Entretanto,
ndo era possivel reduzir o valor dessa variavel para valores inferiores ao limite minimo do
dominio experimental investigado. A reducdo da acidez do meio provocaria a precipitacéo

de ions Fe(lll) na forma de Fe(OH)s, o que possivelmente causaria entupimentos e
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danificaria a valvula multiposicdo. Neste momento o usuario interferiu no processo de
otimizacao e fixou a variavel (acidez dos reagentes) no limite inferior do dominio investigado
para a realizagdo dos experimentos seguintes. Vale ressaltar que as informacdes inferidas
através desse grafico de pareto foram baseadas apenas nos efeitos principais, uma vez que
em planejamentos fatoriais 2*', os padrées de confundimento ocorrem desde os efeitos de

interacdo de segunda ordem.

(1) Acidez reagentes / (mol/L)

(3) Volume DMPD / uL
1x3
1x2

(4) Vazao / (mL/min)
1x4

(2) Volume Fe / uL

10 15 20 25 30

Efeitos padronizados

Figura 3.10. Grafico de pareto dos efeitos padronizados relativo ao planejamento fatorial
fracionario 2*'.

Também foi realizado o teste de curvatura para avaliar o comportamento em torno do
ponto central e foi observado valor de z de 0,004 (préximo de zero), o que permitiu inferir
que a regidao investigada nao apresentava curvatura. Portanto, foi necessario o
deslocamento do dominio experimental para aplicagdo da metodologia de superficie de
resposta.

Na busca pelas condigbes criticas, alguns planejamentos foram realizados utilizando
os trés fatores: volumes das solugdes de Fe(lll) e DMPD e vaz&o do carregador, o sistema
desenvolvido indicava continuo deslocamento do dominio experimental para completa
otimizacdo. A curvatura apresentada pela variavel vazdo nas superficies de respostas

obtidas era sempre contraria as curvaturas geradas pelas outras variaveis investigadas.
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Mais uma vez, o usuario precisou intervir no processo e fixar a variavel vazdo do carregador

proxima ao limite minimo do dominio experimental.

Dessa forma, os fatores otimizados pela metodologia de superficie de resposta foram

os volumes das solugdes de Fe(lll) e DMPD. O desenho experimental selecionado para a

metodologia de superficie de resposta foi o fatorial completo de trés niveis, pois esse

desenho experimental sé apresenta baixa eficiéncia para numero de fatores superior a dois.

A matriz referente aos experimentos esta apresentada na Tabela 3.8.

Tabela 3.8. Planejamento fatorial completo de trés niveis empregado na metodologia de
superficie de resposta do procedimento SIA para determinagdo de captoprii em
medicamentos, valores reais, suas coordenadas e suas respectivas respostas.

Volume injetado Fe(lll) Volume injetado DMPD Resposta
(uL) (uL) AA
400 (+) 200 (+) 0,175
400 (+) 200 (+) 0,180
400 (+) 200 (+) 0,197
400 (+) 60 (-) 0,204
400 (+) 60 (-) 0,178
400 (+) 60 (-) 0,166
400 (+) 130 (0) 0,232
400 (+) 130 (0) 0,211
400 (+) 130 (0) 0,221
60 (-) 200 (+) 0,094
60 (-) 200 (+) 0,090
60 (-) 200 (+) 0,076
60 (-) 60 (-) 0,151
60 (-) 60 (-) 0,143
60 (-) 60 (-) 0,145
60 (-) 130 (0) 0,139
60 (-) 130 (0) 0,128
60 (-) 130 (0) 0,137
230 (0) 200 (+) 0,180
230 (0) 200 (+) 0,183
230 (0) 200 (+) 0,156
230 (0) 60 (-) 0,170
230 (0) 60 (-) 0,184
230 (0) 60 (-) 0,158
230 (0) 130 (0) 0,228
230 (0) 130 (0) 0,231
230 (0) 130 (0) 0,230
230 (0) 130 (0) 0,232
230 (0) 130 (0) 0,230
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A superficie de resposta obtida empregando o planejamento fatorial completo (Figura

3.11) pode ser descrita pela equacao do modelo apresentada na tela de saida do programa

(Figura 3.12) que contém o relatério referente a essa etapa de otimizacdo. Os termos x e y
correspondem aos volumes das solug¢des Fe(lll) e DMPD, respectivamente.

Para o desenvolvimento da superficie de resposta foram considerados os valores
reais das variaveis. O modelo apresentou pequena falta de ajuste devido ao baixo desvio
padrdo das réplicas. Entretanto, essa falta de ajuste ndo impossibilitou a aplicagdo do

modelo.

Fitted Surface; Variable: V7

2 3-level factors, 1 Blocks, 29 Runs; MS Pure Error=,0001154
DV: V7

B o2
[ 0,15
o1
B 0,05

Figura 3.11. Superficie de resposta referente planejamento fatorial completo
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RELATORIO DO PLANEJAMENTO REALIZADO

R=co.1 x*+ c0.2 y?+ c0.3x + co.4y + co.5 xy + co0.6
R=0.034x% + 0.040 y? + 0.037x -0.009y + 0.015 xy + 0.220

criticox.cod=0.533 criticox.real=332.8
criticoy.cod=-0.015 criticoy.real=129.6

efeito(co.1)= 0.034 efeito(co.1)= 0.034
efeito(co.2)= 0.040 efeito(co.2)= 0.040
efeito(co.3)= 0.073 efeito(co.3)= 0.073
efeito(co.4)= -0.019 efeito(co.4)= -0.019
efeito(co.5)= 0.030 efeito(co.5)= 0.030
efeito(co.6)= 0.220 efeito(co.6)= 0.220

Equacdo de ajuste do modelo:

y=(0.01634 £ 0.01007) + (0.90614 + 0.05613).x R =0.95191 (n=29)

Figura 3.12. Tela de saida gerada pelo programa contendo o relatério referente a etapa de
otimizagdo do procedimento para determinagdo de captopril em medicamentos empregando
o desenho experimental fatorial de trés niveis.

Pelos resultados obtidos com o planejamento fatorial completo foi possivel
determinar o ponto de 6timo dentro do dominio experimental investigado utilizando o critério

de Lagrange. As condigdes criticas encontradas estdo apresentadas na Tabela 3.9.

Tabela 3.9. Valores das variaveis otimizadas pelo sistema automatizado de otimizagdo
multivariada empregando a metodologia de superficie de resposta para determinagdo de
captopril em medicamentos.

Variaveis otimizadas
Volume injetado Fe(lll) 332,8 uL
Volume injetado DMPD 129,6 uL

3.4 - Coeficiente de Dispersao (D) e grau de penetragao (P)
A extensdao com que uma reagao se procede em um sistema SIA depende, além do
tempo de residéncia da zona composta no percurso analitico, do grau de sobreposicédo das

zonas de reagentes e amostras (Masini, 2008), o que justificou um criterioso estudo sobre
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os volumes empregados. Os coeficientes de dispersdo das zonas de reagentes e amostras
foram calculados nas condigbes otimizadas. As Figuras 3.13 e 3.14 ilustram o perfil de
dispersao de cada reagente e amostra, bem como a mistura entre eles no procedimento
proposto para determinacdo de ferro total e de captoprii em produtos farmacéuticos,
respectivamente.

Os coeficientes de dispersao calculados foram Drenantroina= 2,69; Dre= 4,09; Dredutor=

1,85 € Drotai-Fenantrolina:Fe:redutor= 1,19. A zona de solugédo relativa a 1,10-o-fenantrolina e a zona
de amostra contendo ferro sofreu uma dispersdo média (D = 2-10), enquanto a zona do
redutor sofreu uma dispersao limitada (D = 1-2) (Ruzicka & Hansen, 1988). Vale ressaltar
que dispersdes médias sao ideais para medidas colorimétricas (Gubeli et al., 1991).

A primeira etapa dessa reacéo para determinacao de ferro total consiste na redugao

do Fe(lll) e o grau de penetragdo calculado entre as zonas da amostra e do redutor (Pams-
Rredutor) fOi de 0,79. Lembrando que valores proximos a unidade indicam sobreposi¢cao
completa entre as zonas em contato. Grau de penetragao igual a 0,84 foi calculado entre as
zonas de amostra e 1,10-o-fenantrolina (Pam1-Fenantrolina), indicando quase 85% de
interpenetragdo entre as zonas, o que garantiu uma boa mistura.

No segundo sistema estudado, apresentaram dispersdo média, as zonas relativas as
solugdes de DMPD e captopril, onde Dpuro= 4,37 € Dcpr= 2,45, e dispersao limitadas as
zonas relativas a solugéo de Fe(lll) e a zona composta total, Dreuiy= 1,89 € Diotar:crr-DMPDFe=
1,25.

A primeira etapa da reagao consiste na oxidagcdo do DMPD pela solucéo de Fe(lll). O
valor do grau de penetragdo entre essas zonas foi Preuy-omep = 0,98, indicando uma
excelente mistura, tornando disponivel mais radical DMPD'* para posterior reacdo com o
captopril.

O valor do grau de penetragéo calculado entre as zonas de amostra e a amina
aromatica DMPD foi Pam2-omeo= 1, indicando completa sobreposi¢cdo entre essas zonas,

concluindo, dessa forma que nas condi¢gdes otimizadas, houve quase que completa
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sobreposicao entre as zonas de amostras e reagentes, fenOmeno esse que pode ser
observado pelas curvas de ¢ a e da Figura 3.14.

Os volumes otimizados, juntamente com a configuragdo do sistema SIA em ambas
aplicagbes utilizando o sistema automatizado baseado em metodologias de superficies de

respostas promoveram misturas eficientes entre as zonas de amostras e reagentes.

0,5

0,4

0,3 1

0,2 1 (e

0,1

0,0

t/s

Figura 3.13. Perfil de dispersdo das zonas de reagentes e amostras nas condi¢gbes
otimizadas do sistema SIA. (a) estado estacionario (b) zona reacional ftotal:
fenantrolina+ferro+redutor (c) redutor (d) amostra (e) fenantrolina.

(@)
04

c)

0.2+ @)

T
0 20 40 60 80 100 120

t/s
Figura 3.14. Perfil de dispersdo das zonas de reagentes e amostras nas condi¢bes

otimizadas do sistema SIA (a) estado estacionario (b) zona reacional ftotal:
captopril+DMPD+Fe(lll) (c) Fe(lll) (d) amostra (e¢) DMPD.
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3.5 - Comparacao das figuras de mérito nas condi¢des criticas e extremas do
dominio experimental
3.5.1 - Curvas analiticas para determinagao de ferro total

Algumas das figuras de mérito do procedimento analitico foram investigadas para
avaliar o desempenho na condicao otimizada. Para tal fim, foram construidas curvas
analiticas nas condicbes limites, condigdes criticas e no ponto central do dominio
experimental do processo de otimizagao realizado. As figuras de mérito referentes a essas
curvas para determinagao de ferro total em amostras de fortificantes estdo apresentadas na
Tabela 3.10.

Foi possivel observar que os limites de deteccdo e quantificagcdo apresentaram os
menores valores para a curva construida nas condigbes criticas (Curva 10) obtidas pela
metodologia de superficie de resposta (Tabela 3.10). Também foi possivel observar maior
sensibilidade analitica nessa condi¢do. A curva 3 apresentou caracteristicas semelhantes a
curva analitica construida na condicao critica, excecao feita a sensibilidade, a qual era
significativamente menor. As curvas analiticas construidas nos extremos superiores e no
ponto central do dominio experimental (Curvas 1 e 9) apresentaram figuras de mérito
proximas as encontradas pela Curva 10. Entretanto, ainda é vantajoso, aumentar a
sensibilidade analitica, reduzindo consumo de reagentes, mesmo que essa reducao seja
pequena. Em algumas condicbes nao foram encontradas condi¢des de linearidade (Curvas
5, 6 e 8), devido as pequenas quantidades de reagentes disponiveis. As faixas lineares ndo

foram semelhantes para todas as condi¢des avaliadas.
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Tabela 3.10. Comparacdo de figuras de mérito das curvas analiticas para determinacdo de ferro total em fortificantes nas condicées
extremas, no ponto central e nas condig¢bes criticas observadas do dominio experimental investigado.

Fatores Figuras de mérito
Volume injetado Vazao do
Curvas (uL) carregador LOD LoQ Sensibilidade Faixa linear
RC AR mL min” pg L~ pg L~ uA L mg mg L
1 +1 +1 +1 1,09 1,48 2,12x102 1,48 -10
2 +1 +1 -1 2,01 2,69 1,70x10%2 2,69-10
3 +1 -1 +1 1,06 1,33 1,74x10% 1,33-10
4 +1 -1 -1 1,12 1,59 1,92x10? 1,59-8
5 -1 +1 +1 - - - -
6 -1 +1 -1 -—-- - - -
7 -1 -1 +1 1,54 5,07 1,28x107 5,07 - 10
8 -1 -1 -1 - - - -
9 0 0 0 1,58 2,50 2,02x10%? 2,50-10
10 critico critico critico 1,08 1,30 2,32x10" 1,30-10

RC = 1,10-o-fenantrolina. AR = acido ascorbico
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3.5.2 - Curvas analiticas para determinagao de captopril

Também foram construidas curvas analiticas nas condi¢oes limites e nas condi¢oes
criticas do dominio experimental para otimizacdo do procedimento proposto para
determinagédo de captopril (Tabela 3.11). Foi possivel observar que a curva analitica na
condicao critica (Curva 5) apresentou melhores caracteristicas como menores limites de
deteccao e quantificagdo, maior sensibilidade e maior faixa linear. Essas caracteristicas ndo
eram as mais relevantes quando o objetivo era a determinacéo de captopril em amostras de
medicamentos que possuiam concentragcdo relativamente elevadas, ca. de 50 mg por
comprimido. Portanto, amostras aleatérias foram analisadas utilizando as curvas
anteriormente construidas. Os resultados encontrados foram comparados com os resultados
obtidos pelo método de referéncia (United States Pharmacopeial Convention, 2002)
preconizado pela Farmacopéia americana e foram observados melhores valores de exatidao
e precisdo utilizando a curva analitica construida nas condicbes criticas obtidas
experimentalmente (Tabela 3.12). Neste caso, a sensibilidade, além de atuar nos limites de
deteccdo e quantificagdo, também atou nas caracteristicas primarias do procedimento

analitico: exatidao e precisao.
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Tabela 3.11. Comparagao de figuras de mérito das curvas analiticas para determina¢do de captopril em amostras de medicamentos nas
condigbes criticas e extremas do dominio experimental investigado.

Fatores Figuras de mérito
Curvas Volume injetado (pL) LOD LOQ Sensibilidade Faixa linear
DMPD Fe(lll) pg L’ pg L~ uA Lmg™ mg L

1 +1 +1 5,63 16,06 2,05x10° 16,06 - 100
2 +1 -1 6,68 22,27 1,13 x 1073 23,27 - 60
3 -1 +1 1,41 4,70 2,50x 10° 4,70 - 100
4 -1 -1 13,54 15,33 1,95 x 103 15,33 -100
5 critico critico 0,80 2,65 2,64 x 103 2,65-100

Tabela 3.12. Comparagado dos resultados obtidos para a determinagcdo de captopril em amostras de medicamentos utilizando o método
titrimétrico de referéncia e o procedimento proposto em sistema SIA utilizando as curvas analiticas nas condigcbes extremas do dominio
experimental e as condigbes criticas (N=3).

Método de Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4 Curva 5
Declarado o Condicdes experimentais
Amostras referéncia .
+ + + - - - - + criticas
mg/comprimido Mg/comprimido mg/comprimido mg/comprimido mg/comprimido mg/comprimido mg/comprimido
1 50 49,18 + 0,08 455+ 0,6 39,8 £ 0,1 478 +0,6 46,2 + 0,6 493+04
2 50 49,43 + 0,07 46,8 + 0,6 38 +1 477 +0,1 46,6 + 0,6 49,2+0,3
3 50 49,3+0,3 48,6 £+ 0,8 42 +5 50,6 + 0,7 48,3+ 0,6 492 +0,3
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3.6 - Figuras de mérito na validagao dos métodos otimizados
3.6.1 - Determinacgao de ferro total em amostras de fortificantes

Nas condigdes otimizadas, o procedimento SIA proposto para determinacao de ferro
total possibilitou uma freqiiéncia analitica de 60 determinagbes por hora. A faixa linear de
trabalho se estendeu para concentragdes de Fe(ll) até 10,0 mg L™, respondendo a equagéo
A =0,0232xC (mg L") — 3,39 x 107, R = 0,9999 (Figura 3.13(i)).

O procedimento em fluxo proposto apresentou boa precisédo, desvios padrao relativos
inferiores a 2% (Figura 3.13(ii)) e limite de quantificacdo para Fe(ll) foi estimado em 1,30 mg
L". Nesse estagio do programa, foram armazenados em diretério apenas os dados
correspondentes aos sinais liquidos obtidos. Dessa forma, ndo foram registrados os sinais
transientes (Figura 3.13(i/)). O armazenamento de dados foi expandido para permitir o

registro dos sinais transientes numa segunda aplicacéo.
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Figura 3.15. (i) Curva analitica para determinacdo espectrofotométrica de ferro total em
fortificantes empregando o procedimento SIA proposto nas condi¢gbes ofimizadas e (ii)
registro da curva analitica (a) branco; (b) 1,0; (c)2,0; (d) 4,0; (e) 6,0; (f) 8,0; (g) 10,0 mg L
(N = 3).
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O procedimento proposto levou ao consumo de apenas 0,7 mg de reagente
cromogénico, 6 mg de acido ascérbico e a geragao de ca. 5 mL de residuo por determinagéo
(incluindo a solugao transportadora).

Os resultados obtidos com o procedimento analitico proposto foram comparados com
o0 método de referéncia e estdo apresentados na Tabela 3.13 e foram estatisticamente
concordantes para 95% de confiabilidade, a partir da aplicacdo do teste t pareado. Os
desvios padrdo procedentes do procedimento proposto foram inferiores aos desvios

encontrados utilizando o método de referéncia.

Tabela 3.13. Comparacao entre os resultados obtidos pelo procedimento SIA proposto para
determinagédo de ferro total em fortificantes (expressos em mg L) e o método de referéncia
(N=3).

Amostras Declarado SIA proposto Método de referéncia Erro
mg L™ mg L mg L %
1 168 185+ 2 190,0 £ 0,1 -2,6
2 5036 4533,3 + 0,1 4898 + 52 -7,4
3 5036 5033 + 20 5136 + 200 -2,0
4 450 56,1+ 0,1 61,1+0,1 -8,2
5 182,5 351+2 355+8 -1,1
6 30,4 99,5+0,8 1032 -3,4
7 168 195+ 2 193 +2 1,0
8 168 193,8 £0,8 190 + 4 2,0
9 168 187,7 £ 0,1 18112 3,7
10 168 206,5+0,8 2096 -1,2

A Tabela 3.14 apresenta uma compilacdo de métodos espectrofotométricos que nao
exploram etapa de pré-concentracdo e empregam estratégias em fluxo para a determinagao
de ferro total em amostras diversas. Todos os procedimentos foram baseados na reducio
dos possiveis Fe(lll) presentes na amostra e determinagcao do complexo com Fe(ll) formado.
Em alguns procedimentos (Yamane & Yamada, 1995; Tesfaldet et al., 2004), o redutor era
adicionado em excesso as solugbes de amostras ou do préprio reagente cromogénico,

acarretando em maior consumo desse reagente.

86



Tabela 3.14. Caracteristicas analiticas de métodos espectrofotométricos para determinacao

de ferro total empregando sistemas em fluxo.

Frequéncia
Faixa Linear LOD RSD
Comentarios analitica Referéncias
(mgL’) (mgL’) (%) )
(FIA) Reagao com NITRO-PAPS* + &cido Yamane & Yamada,
. 0-100 1,0 <13 15
ascorbico 1995
(SIA) Redugéo para Fe(ll) com &cido
0,25-5,0 0,018 <16 40 Tesfaldet et al., 2004
ascorbico e reagéo com 1,10-o-fen
(FIA) Reducéo para Fe(ll) com &cido . Pascual-Reguera et
. . 0,5-6,0 0,012 <0,30 ni
ascorbico e reagao com ferrozina al., 1997
(FIA) Reducgao para Fe(ll) com acido . Pascual-Reguera et
. 0,1-5,0 0,010 <0,28 ni
ascorbico e reagédo com 1,10-o-fen al., 1997
(FIA-multipumping) Reacéo entre Fe(lll) e . Rédenas-Torralba et.
ni 0,002 <23 100
SCN al, 2006
(SIA) Coluna redutora de Jones e reagdo Galhardo & Masini,
0,05-6,0 003 <0,70 20
com 1,10-0-fen 2001
(SIA) Redugéo para Fe(ll) com &cido
1,30-10 1,08 <17 60 Proposto

ascorbico e reacdo com 1,10-o-fen

ni = ndo informado

NITRO-PAPS= 2-(5-nitro-2-piridilazo)-5-(N-propil-N-sulfopropilamino)fenol

3.6.2 - Determinacgao de captopril em amostras de medicamentos

O procedimento proposto empregando sistema de Analise por Injecao Sequencial e

explorando uma reacao espectrofotométrica com formacdo de um produto instavel foi

aplicado para determinagdo de captoprii em amostras de medicamentos adquiridas em

farmacias de Salvador.

Esse procedimento possibilitou a realizagao de 30 determinagdes por hora. A faixa

linear de trabalho foi compreendida entre 2,65 — 100 mg L™, respondendo & equagdo A =

2,64 x 10°C (mg L") + 0,0612, R = 0,9992. A curva analitica pode ser observada na Figura

3.14 (i). O procedimento proposto apresentou desvios padréo relativos inferiores a 1% em

todas as medidas (Figura 3.14 (ii)).
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Figura 3.16. (i) Curva analitica para determinagdo espectrofotométrica de captopril
empregando o sistema SIA proposto nas condigcbes otimizadas e (i) registro da curva
analitica e sinais obtidos para algumas amostras de (Am): (a) branco; (b) 5,0; (c)10,0; (d)
20,0; (e) 40,0; (f) 60,0; (g) 80,0; (h) 100 mg L" (N = 3).

Os resultados obtidos com o procedimento proposto foram comparados com os
resultados oriundos do método de referéncia (Farmacopéia Americana) e estao
apresentados na Tabela 3.15. Os resultados obtidos pelo procedimento analitico proposto
foram estatisticamente concordantes para 95% de confiabilidade aos resultados derivados
do método de referéncia, a partir da aplicacdo do teste t. Deve-se ressaltar que nao ha
referéncia a métodos analiticos para determinacido de captopril na ultima edigdo da

Farmacopéia brasileira (Farmacopéia Brasileira).

Tabela 3.15. Comparacédo entre os resultados obtidos pelo procedimento SIA proposto para
determinagao de captopril em medicamentos (expressos em mg) e o método titrimétrico de
referéncia (N=3).

Método de
Declarado SIA proposto Erro
Amostras referéncia
mg/comprimido mg/comprimido %
mg/comprimido
1 50 49,3+0,4 49,18 £ 0,08 0,2
2 50 49,2+0,3 49,43 + 0,07 -0,5
3 50 49,2+0,3 49,3+0,3 -0,2
4 50 48,8 +£0,8 50,50 + 0,06 -3,4
5 50 51,8 +0,7 49,2+0,6 53

O procedimento proposto levou ao consumo de apenas 0,15 mg de DMPD, 4 mg de

FeCl;.6H,0 e a geragéo de ca. 3 mL de residuo por determinagéo.
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A Tabela 3.16 apresenta uma compilagdo de métodos espectrofotométricos que
empregam estratégias em fluxo para determinagao de captopril, onde & possivel observar a
variedade de métodos disponiveis. Os métodos com deteccio espectrofotométrica sdo, em
geral, baseados em reacdes indiretas ou de complexagdo com ions metalicos. A maioria
deles explora a caracteristica redutora do captopril. Um método cinético foi desenvolvido
baseado na reacao entre captopril e iodato na presenga de iodeto (A= 350 nm) empregando
minibombas para propulsdo das solugdes (Prior et al.,2007). A reducao de Fe(lll) a Fe(ll)
mediada pela molécula do tiol também foi explorada para determinagao de captopril com
posterior reacdo dos ions Fe(ll) com 1,10-o-fenantrolina ou DPPH (2,2 o-piridil-2-
piridilidrazona) (Suarez et al.,2007, Tzanavaras et al., 2003).

A caracteristica complexante foi investigada por Pimenta e colaboradores, uma vez
que o captopril forma um complexo de coloragdo amarela com ions Pd* em meio acido, o

qual pode ser determinado a 400 nm (Pimenta et al.,2001)

Tabela 3.16. Caracteristicas analitcas dos métodos espectrofotométricos para
determinagéo de captopril empregando sistemas em fluxo.

Frequéncia
Faixa Linear LOD RSD
Comentarios analitica Referéncias

L L %
(mgL")  (mgL") (%) Y

Prior et al.,
(FIA) Método cinético. Reagdo com 105 10-60 ni <45 100 2007
(FIA) Reducao do Fe* pelo CPT e Suarez et
_ 2,2-170 11 <0,2 60
posterior reagdo com 1,10- o-fen al., 2007
Pimenta et
(SIA) Formag&o de complexo com Pd*. 43 -304 ni <13 5
al., 2001
(FIA) Reducao do Fe* pelo CPT e Tzanavaras
_ 7-1000 4,0 <08 120
posterior reagdo com DPPH et al., 2003
(SIA) Redug&o do Fe* pelo CPT e Tzanavaras
_ 12-1000 7,0 <1,2 60
posterior reagdo com DPPH et al., 2003
Chagas,
(FIA) Reagdo com DMPD 25-90 0,22 <1,0 120
2007
(SIA) Reagéo com DMPD 2,65-100 0,80 <0,7 30 Proposto

ni = ndo informado
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Apenas trés dos métodos citados apresentaram semelhanga de figuras de mérito em
relagdo ao procedimento proposto, o primeiro havia sido proposto por Tzanavaras e
colaboradores (Tzanavaras et al., 2003), o segundo pelo Grupo em 2007 (Chagas, 2007), e
o terceiro por Suarez e colaboradores, também em 2007 (Suarez et al., 2007). Todos eles
exploraram sistemas FIA onde o consumo de reagentes era bastante elevado devido a

auséncia de interrupcao de fluxo entre as determinacgoes.

3.7 — Outras consideragoes

Os pacotes estatisticos disponiveis no mercado para a etapa de otimizagcao apenas
contemplam o preenchimento do dominio experimental, a geragdo de matrizes
(planejamento experimental), e, apds o preenchimento das respostas, a analise dos dados.
Para a realizagdo dos experimentos, ainda, € necessaria a transferéncia para outro
programa e muitas vezes, até para outro equipamento (microcomputador).

Esse trabalho permitiu a simplificagdo no desenvolvimento de procedimentos
analiticos pela incorporagdo da etapa de otimizagdo as etapas de construgdo das curvas
analiticas e determinacbes, evitando as transferéncias e manipulacbes pelo operador.
Definidas as condi¢des criticas, os valores correspondentes poderiam ser armazenados
para que em um segundo momento que aquele procedimento fosse requerido, ndo sendo
necessaria a repeticdo da etapa de otimizacdo. Essa simplificagdo promove economias
relevantes quanto ao tempo e ao custo demandados para o desenvolvimento do
procedimento analitico.

A fim de aprimorar e ampliar as aplicagbes do sistema proposto, algumas etapas que
até entdo nao foram exploradas podem ser incorporadas ao programa, como a identificacao
de alguns detectores previamente estabelecidos, ampliagdo do tipo de fatores que podem
sofrer otimizacdo, abordagem diferenciada das respostas, ampliacdo do numero de portas
da valvula multiposicao e acoplamento com outras estratégias de manipulagao de solugdes.
Ainda existe a possibilidade de miniaturizacdo desse sistema, o que facilitaria o processo de

otimizacgao, calibracao e analises rapidas.
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4— Conclusoes

Um sistema automatizado para Analises por Injecdo Sequencial que garantia a
possibilidade da aplicagdo da otimizagdo de parametros, bem como as etapas
convencionais envolvidas na medida do sinal analitico foi desenvolvido. A otimizacao de
parametros foi explorada por planejamento experimental e aplicada com sucesso a dois
diferentes métodos espectrofotométricos, permitindo a execucédo das analises em condicbes
apropriadas, de forma rapida e eficiente. A incorporagao da etapa de otimizacao a rotina
analitica levou, como esperado, a melhorias em diversas figuras de mérito dos métodos
devido ao aumento da sensibilidade analitica. O tempo necessario para o desenvolvimento
do procedimento analitico e os erros inerentes as manipulagdes por parte do operador foram
significativamente reduzidos utilizando a estratégia de otimizagado automatizada incorporada
as etapas de construgdo de curvas analiticas e medidas em uma Unica rotina. Essas
caracteristicas foram alcangadas devido a (i) redugdo do numero de experimentos,
propriedade intrinseca do planejamento experimental; (ii) simplificacdo da sequencialidade
de etapas, pela construcdo de uma rotina Unica; e, (iii) pela reducao da intervencédo do
operador.

Adicionalmente, foram constatados, para as analises realizadas envolvendo a
determinacado de ferro total e captopril, que os erros obtidos foram comparaveis com os
anteriormente reportados na literatura. Contudo, os volumes de reagentes requeridos para
analises (definidos pela otimizagdo) foram inferiores a maioria dos trabalhos encontrados
com o0 mesmo proposito, levando a diminuigdo da producao de residuos.

Esse sistema automatizado foi facilmente aplicado a diferentes métodos (reacdes)
utilizando detecgao espectrofotométrica e, pequenas alteracbes na aquisigao/conversiao de
sinais podem vir a ser necessarias para permitir a utilizagdo da rotina com outros tipos de

detectores.
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Apesar de eficiente, o programa para gerenciamento do sistema SIA desenvolvido
nao pbde ser considerado autbnomo e tomadas de decisbes por parte do operador podem
ser indispensaveis, como observado na etapa de otimizacdo do procedimento para
determinacgao de captopril em produtos farmacéuticos. Essa intervencédo nao foi necessaria
durante a otimizacdo do procedimento para determinagao de ferro total em amostras de
fortificantes. No caso da determinacido de captopril, po6de ser constatado que apesar dos
modelos matematicos contribuirem para a analise dos dados, nenhum sistema quimico deve
ser unicamente dependente das informagdes geradas pelos modelos. Assim, a intervengao
humana, a qual poderia ocorrer no nivel operacional (manipulagdo) e/ou critico (fomada de

decisao), foi e pode vir a ser imprescindivel.
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