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RESUMO

Titulo: Um fotémetro LED-NIR duplo feixe microcontrolado e portéatil para analise
screening e quantitativa de medicamentos injetaveis de forma nao invasiva.

Autor: Fatima Aparecida Castriani Sanches
1° Orientador (a): Prof. Dr. Mario César Ugulino de Araujo

29 Orientador (a): Prof. Dr. Edvan Cirino da Silva

Neste trabalho foi desenvolvido um fotdometro LED-NIR duplo feixe
microcontrolado e portatil para analise screening e quantitativa de medicamentos
injetaveis de forma ndo destrutiva/ndo invasiva, visando investigar a conformidade
desses com o0s valores estabelecidos na Farmacopéia Brasileira. O medicamento
analisado foi a dipirona sodica injetdvel 1g/2mL, comercializados em ampolas de
coloracdo ambar. Foram realizados inicialmente estudos espectroscopicos empregando
um espectrofotdmetro comercial para avaliar quais as melhores regides do espectro NIR
que poderiam ser empregadas para a determinacdo da espécie de interesse. O
instrumento desenvolvido utiliza dois LEDs-NIR com emisséo de radiagdo nominal em
1050 + 50 nm gémeos (de mesmas especificacbes técnicas), dois fotodiodos de InGaAs
também idénticos e um microcontrolador PIC18F455. Como dispositivos de saida do
instrumento foram empregados o microcontrolador PIC acoplado a um display de cristal
liqguido 20x2, o qual também se comunica com um microcomputador portatil por
comunicagdo USB 2.0. O instrumento foi avaliado com amostras comerciais de dipirona
sodica injetavel por medidas de absorbancia efetuadas diretamente nas ampolas dos
medicamentos injetaveis. O fotbmetro foi calibrado com solucBes padrdo de dipirona e
seu desempenho foi avaliado na andlise de 620 amostras comerciais de dipirona
injetavel, das quais 320 apresentavam prazo de validade expirado. O instrumento obteve
elevado indice de acerto para a analise screening (91%). Para determinacao quantitativa
do principio ativo dipirona, uma resposta linear foi obtida [R? = 0,9964, A = 0,0068 +
0,0043 C (% m/v)] na faixa de concentracdo de: 5 a 60 % m/v. Também foi obtido um
baixo erro relativo conjunto (0,40 %) e boa precisao nas analises (desvio padrdo relativo
conjunto = 2,13%).

Palavras Chaves: Fotdmetro LED-NIR duplo feixe, analise screening, medicamentos
injetaveis, dipirona.



ABSTRACT

Title: A micro-processor controlled and portable dual-beam LED-NIR photometer for non-
invasive quantitative and screen analyses of injectable drugs.

Author: Fatima Aparecida Castriani Sanches

1st Supervisor (a): Prof. Dr. Mario César Ugulino de Aradjo

2nd Supervisor (a): Prof. Dr. Edvan Cirino da Silva

In this work, a portable LED - NIR double beam micro-processor controlled photometer
for non-destructive/non-invasive screening and quantitative analysis of injectable medicines
was developed to assess conformity with values established by the Brazilian Pharmacopoeia.
The product analyzed was injectable dipyrone (1g/2 mL) sold in amber colored vials of 1.1 cm
outer diameter, and 6 cm in height. Initially, spectroscopic studies were carried out employing
a commercial spectrophotometer to assess the best NIR spectrum regions that might be used.
The instrument developed used two twin LEDs with NIR radiation emissions rated at 1050 +
50 nm. Two InGaAs photodiodes (also identical), and a PIC18F455 microcontroller were used
as well. The output of the instrument used a PIC microcontroller coupled to a 20x2 liquid
crystal display which communicated with a PC by USB 2.0 for communication. The instrument
evaluated commercial dipyrone injection samples using absorbance measurements made
directly from ampoules of the injectable medicines. The photometer was calibrated with
standard solutions of dipyrone, and its performance was evaluated by an analysis of 620 of the
commercial dipyrone injection samples, where 320 were expired. The instrument had a high
success rate for screening analysis (91%). For quantitative determination of the active
dipyrone, a linear response was obtained [R? = 0.9964, A = 0.0068 + 0.0043 C (% w/V)] in the
concentration range of 5 to 60% m/v. We also obtained a low relative error of 0.40%, and good

accuracy in the analyses with a relative standard deviation of 2.13%.
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1. INTRODUCAO

A administragdo segura e precisa de medicamentos € uma das mais importantes
responsabilidades dos profissionais de salde, sendo a eficiéncia na administracdo de medicamentos
uma das habilidades mais relevantes que estes profissionais procuram levar ao leito do paciente.
Entretanto, de nada vale se a qualidade e a integridade das formulagdes farmacéuticas estiverem
comprometidas.

A qualidade dos medicamentos € um atributo de carater ndo apenas comercial, mas também
legal e moral. Embora a maioria das industrias farmacéuticas operem com padrdes de qualidade
estabelecidos internacionalmente, muitos dos medicamentos produzidos ainda chegam ao mercado
consumidor fora desses padrdesttl. Além disso, sabe-se que em muitos setores de satide no Brasil as
condicdes de transporte e armazenamento dos medicamentos (por exemplo, exposicdo a luz e
umidade) estdo longe das ideais preconizadas pelos fabricantes e 6rgdos de fiscalizacdol?. Este
problema acarreta graves consequéncias na qualidade do medicamento, mesmo que este esteja
dentro do prazo de validadel®],

O Brasil produz, distribui e comercializa anualmente mais de 1 bilhdo de remédios e o
segmento nacional ocupa a nona colocacdo no mercado mundial™. Ndo obstante, devido as falhas
na aplicacdo da legislacdo vigente, o nimero de apreensdes de medicamentos fora das
especificacdes sanitarias, somente nos anos de 2008 e 2009, aumentou 730%l*. Quando o
medicamento administrado ndo é auténtico, devidamente registrado e conservado corretamente, 0s
sintomas da doenca em tratamento podem ser agravados ou mesmo haver ineficacia terapéutica. Em
situagbes mais graves, pode haver risco de intoxicagOes severas que coloquem em risco a vida do
usuario (paciente/consumidor) podendo leva-lo a dbitol®. No caso de medicamentos injetaveis,
como a medicacdo uma vez administrada é sempre disponibilizada diretamente na corrente
sanguinea do paciente, é praticamente impossivel retird-la. Desse modo, 0s riscos & saude séo
fortemente potencializados e o risco de morte é eminentelSl,

Para se determinar todos os parametros de qualidade dos medicamentos injetaveis em um
processo industrial, precisa-se normalmente de um grande nimero de analises. Atualmente, a
maioria das andlises quantitativas é realizada empregando-se métodos instrumentais, sendo as
metodologias mais comumente utilizadas no controle de qualidade de farmacos: a espectrometria na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Como as analises sdo sempre realizadas na forma de amostragem, tanto nas etapas de producao
(doseamento e produto final) como na fiscalizacdo, ndo se tem um acompanhamento integral da

vida util do medicamento, desde a sua producdo até o momento imediatamente anterior a sua
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administragdo no paciente. E justamente nesse meio tempo que os medicamentos estdo sujeitos a
decomposicdo e a degradacdo do seu principio ativo, o que leva a perda de suas propriedades
terapéuticas!®l. Todos os procedimentos de referéncia adotados pela Farmacopéia Brasileiral®! para
a analise de medicamentos injetaveis, além de necessitarem de muita atencdo e manipulacdo
analitica, exigem a violacdo das embalagens (ampolas ou frascos) e o consumo dos medicamentos
durante a analise. Como as amostras sdo violadas fisicamente, consumidas e na maioria das vezes
contaminadas (ou seja, perdem sua inviolabilidade) muitas vezes este fato impede que as mesmas
possam ser utilizadas como contraprova para fins juridicos. Isso dificulta o trabalho da fiscalizacéo,
e, muitas vezes, chega a impedir a puni¢do dos responsaveis. Ademais os métodos de referéncia,
que empregam usualmente equipamentos de médio e grande porte, ndo permitem a realizagdo de
analises preliminares in situ dificultando a acdo fiscalizadora.

Uma boa alternativa para a analise quimica de medicamentos e para auxiliar o trabalho de
fiscalizacdo é a utilizagdo de fotdbmetros. Os fotdmetros sdo instrumentos simples, portateis e
relativamente baratos para a determinagéo analiticas de diversos analitos(*Yl. Um fotdmetro consiste
de uma fonte de radiacéo, filtro (quando necessario), e um transdutor fotoelétrico, bem como de um
processador de sinal e de um dispositivo de saida. Pesquisadores e fabricantes de instrumentos
referem-se aos fotdmetros como colorimetros e colorimetros fotoelétricosi't, quando esses
aparelhos operam apenas na regido do espectro visivel. Os fotbmetros sdo muitas vezes mais
robustos e mais faceis de manipular que os espectrofotémetros mais sofisticados. Mais ainda, 0s
fotbmetros apresentam, de forma caracteristica, fonte de radiagdo com potencia consideravel e,
portanto, boa relagdo sinal-ruido com transdutores e circuitos relativamente simples e baratos!*'12],
Nos casos em que alta pureza espectral ndo € importante para o método, as analises quantitativas
podem ser realizadas usando um fotdmetro com confiabilidade similar a obtida com uma
instrumentacdo mais complexa. Alguns fotdmetros desenvolvidos utilizam filtro Unico ou néo
dispersivos, e outros usam filtros tipo cunha no lugar de um elemento dispersivo de selecdo de
comprimento de ondal*l. Porém, com o avanco da tecnologia, observou-se na quimica analitica a
tendéncia de diminuir as dimensdes fisicas ndo s6 da instrumentacdo analitica, como também dos
dispositivos eletronicos, tornando-se comum a producdo e o uso de dispositivos eletrénicos com
dimensbes cada vez menores. O avanc¢o tecnoldgico permitiu ainda que as fontes de radiacdo se
tornassem menores e com largura de banda de emissdo bastante estreitas, como ¢é o caso dos Diodos
Emisores de Luz (Ligth Emission Diodes, LEDs) [1>14], Esses dispositivos sdo estaveis, apresentam
alta poténcia de emissdo e longa durabilidade, apresentando-se como uma boa alternativa para a

confeccédo de instrumentos analiticos modernos(tt,
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Uma regido espectral com enorme potencial para analises quantitativas é a regido de
Infravermelho Préximo (Near infrared, NIR)I*®, Devido a suas caracteristicas intrinsecas, essa
regido tem ganhado espac¢o na quimica analitica moderna para anélises diversas na cadeia produtiva
industrial, desde a analise de matéria prima bruta até a analise de produtos acabados. Ao combinar
as vantagens da técnica NIR com fotdmetros portateis, baseados em LEDs-NIR e fototransdutores
especificos, encontra-se a juncdo perfeita para analises delicadas, que requerem pouca manipulacdo
analitica, e que garantam a integridade fisica e quimica da amostra antes, durante e ap0s sua analise.
O desenvolvimento e construcdo de instrumentos com essas caracteristicas apresentam uma vasta
aplicabilidade comercial, e poderd atender futuramente a demanda das analises de medicamentos
injetaveis, de modo a manter sua integridade e garantir sua qualidade.

1.1. Apresentacgao do trabalho

De acordo com a literatural*6-?1, os fotdmetros desenvolvidos empregando LED-NIR como
fonte de radiacdo, desenvolvidos até o presente momento, ndo foram explorados para anélises
qualitativas, nem para analises quantitativas de medicamentos. Além disso, ndo aproveitaram a
caracteristica mais destacada dos fotdmetros NIR que é a possibilidade de realizar as medicfes de
amostras diretamente em sua embalagem de origem.

Nessa linha de raciocinio e pelo aumento da demanda por analises quimicas rapidas e de
baixo custo, torna-se necessario desenvolver instrumentos que permitam realizar medidas rapidas e
com a mesma confiabilidade proporcionada pelos instrumentos comerciais.

Face ao exposto, propOe-se, neste trabalho, o desenvolvimento de um fotémetro duplo feixe
a base de LED na regido do NIR, para a analise quantitativa de farmacos em medicamentos
injetaveis.

O instrumento proposto apresenta dois LEDs-NIR idénticos, como fonte de radiacéo, e dois
fotodiodos de InGaAs, como fototransdutor. A radiacdo proveniente do LED é direcionada
diretamente para a ampola do medicamento em analise, para a realizacdo das medidas de
absorbancia. O gerenciamento e controle do instrumento, e a aquisi¢do e transferéncia de dados para
um computador pessoal, sdo realizados pelo circuito eletrénico baseado em um microcontrolador. O
armazenamento e tratamento dos dados séo realizados por um software desenvolvido em ambiente
Labiew v10.0.

O medicamento escolhido para as analises foi a dipirona sddica injetavel 1g/2mL (500
mg/mL), comercializada em frasco ampola de 2 mL de coloragdo ambar. Esse medicamento foi

selecionado em virtude de sua importancia terapéutica e elevado consumo em clinica
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médico/hospitalar. Adicionalmente, esse medicamento apresenta baixo custo de comercializa¢éo e
tem ampla disponibilidade no mercado brasileiro.

Devido a caracteristica da analise focalizada, foi possivel desenvolver um fotdmetro de
baixo custo, microcontrolado, leve, de facil portabilidade, simplicidade de acesso, e facilidade de
uso e manipulagdo pelos analistas. O instrumento foi desenvolvido de modo a poder realizar
analises de medicamentos injetaveis diretamente em suas ampolas, sem qualquer violacgéo fisica ou
quimica das amostras evitando a destrui¢cdo, o consumo e a contaminacdo das mesmas. A analise
realizada por este instrumento deve permitir a identificacdo de possiveis produtos fora das
especificagBes quantitativas esperadas para o farmaco em analise, ou seja, ndo conformes com o0s

valores fornecidos pelas indUstrias farmacéuticas produtoras.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral
Este trabalho teve como objetivo central desenvolver e construir um fotdmetro duplo feixe a
base de LEDs-NIR, microcontrolado, dedicado, portatil e de baixo custo visando a implementacao
de metodologias para verificacdo da conformidade e/ou determinacdo quantitativa do teor de
farmacos em soluc@es injetaveis, diretamente em seus recipientes de origem (suas ampolas), sem

viola-los.

1.2.2. Objetivo Especificos
i. Explorar técnicas de selecdo de varidveis para selecionar o(s) melhor(es) comprimento(s) de
onda para o desenvolvimento e montagem de um fotdbmetro NIR dedicado a identificacdo e/ou
determinacdo do parametro de interesse para o controle de qualidade de um medicamento
injetavel.
ii. Explorar o uso de LEDs que emitem na regido NIR para desenvolver e construir o fotdmetro

microcontrolado, portatil, usando tecnologia nacional;

iii. Desenvolver metodologias para determinacdo qualitativa e/ou quantitativa de dipirona sodica

injetavel empregando o fotdmetro NIR desenvolvido;

iv. Possibilitar o controle de qualidade de dipirona sédica comercializada em ampola de 2 mL de

uma maneira ndo-destrutiva, ndo-invasiva, econdmica e confiavel.

Para que 0s objetivos estabelecidos fossem atingidos foi necessario:
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e Adquirir amostras comerciais de um medicamento injetavel utilizado na clinica
médico/hospitalar (0 medicamento escolhido foi a dipirona sddica injetavel na concentracdo de
19/2mL ou 50 % m/V);

e Aplicar a técnica desenvolvida para aquisicdo de espectros NIR diretamente nas ampolas dos

medicamentos injetaveis(?;

eElaborar modelos quimiométricos de calibragdo multivariada a partir dos espectros NIR
registrados com um instrumento comercial, de modo a selecionar a regido mais informativa,

para a escolha do LED a ser utilizado no fotémetro proposto;

e Desenvolver e construir um fotdmetro a base de LEDs-NIR microcontrolado, portatil e de

baixo custo, usando tecnologia nacional, aplicado a analise de medicamento injetavel,

e Desenvolver uma metodologia para a verificacdo de conformidade (ou analise preliminar para
nortear uma posterior quantificacdo) de dipirona sddica em solucdes injetaveis por intermédio

de anélise screening, empregando o fotdmetro proposto;

e Possibilitar o controle ou inspecdo da dipirona injetavel mediante analise screening in situ de

maneira rapida, ndo-destrutiva e ndo-invasiva, econdémica e confiavel.

e Possibilitar a quantificacdo da dipirona injetavel, mediante uma curva analitica empregando o

fotdbmetro desenvolvido.
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2.0. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Instrumentagdo em Quimica Analitica

A Quimica Analitica, de um modo geral, compreende o conjunto de técnicas ¢ métodos que
visam caracterizar a natureza e determinar a composi¢do de amostras de diferentes origens, em
termos de elementos, espécies ou agrupamentos de atomos ou moléculas!?®l. O desenvolvimento de
métodos analiticos depende do aparecimento de novos instrumentos de medida e da eletronica.
Porém, os principios basicos que norteiam as determinagdes analiticas instrumentais continuam
basicamente os mesmos de anos atras. Devido a necessidade de determinacdo de concentragdes
extremamente baixas de diferentes espécies quimicas, com rapidez, a analise quimica encontra-se
dependente da disponibilidade de equipamentos modernos o que, em muitos casos, permite a
automacdo das analises!*4,

No inicio do século XX, os quimicos passaram a explorar outros fendmenos distintos
daqueles observados nos métodos classicos para resolver problemas analiticos!?Sl. Com isso,
medidas de propriedades fisicas dos analitos tais como a condutividade elétrica, absor¢do ou
emissdo de luz passaram a ser utilizadas na analise quantitativa de uma grande variedade de analitos
inorganicos, organicos ¢ bioldgicos. Novas técnicas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectroscopia e técnicas eletroanaliticas passaram a ser utilizadas para a realizacdo de andlises
cada vez mais sofisticadas!?’l. Esses novos métodos de separa¢do e determinagdo de espécies
quimicas passaram a ser conhecidos como métodos instrumentais de andlise. Seu crescimento foi
favorecido pelo avango tecnologico dos dispositivos eletronicos e dos computadores. A maioria dos
equipamentos analiticos modernos possuem ou estdo conectados a um ou mais dispositivos
eletronicos sofisticados capazes de detectar e registrar dados relativos aos analitos. Esses
dispositivos podem ser amplificadores, circuitos integrados, microprocessadores ou mesmo
computadores. De fato existem maquinas que apresentam uma imensa complexidade enquanto
outras sao mais simples. O cientista deve definir o problema e entdo decidir o método mais
apropriado para solucioné-lo de acordo com suas condigdes!!!l.

A Quimica Analitica Instrumental, devido ao nivel de desenvolvimento alcancado e
consequente complexidade adquirida, pode ser dividida de acordo com os métodos de andlise
utilizados na identificagdo e quantificacio do analito?’l. Os métodos de analise quimica estdo
divididos em: Métodos Instrumentais Elétricos (envolvem a medi¢ao de sinais de natureza
elétrica, como corrente, voltagem, ou resisténcia elétrica, em fun¢do da concentragdo de uma certa
espécie em solugdo); Métodos Instrumentais Opticos (envolvem a medicdo da quantidade de

r

energia radiante de um certo comprimento de onda que ¢ absorvida pela amostra (métodos de
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absor¢do), ou a medi¢cdo da quantidade de energia radiante emitida em um certo comprimento de
onda por uma determinada amostra (métodos de emissdo); e Métodos Instrumentais de Separacao
(envolvem processos de separacdo empregados para separar determinadas substancias de um
mistura) 1271,

Diversas caracteristicas especificas das espécies quimicas sdo exploradas na Quimica
Analitica. Os métodos Espectrométricos, por exemplo, utilizam conhecimentos relacionados com a
interacao entre a luz e a matéria. Dentre os métodos espectrométricos conhecidos, destaca-se a
Espectrometria de Absor¢do Molecular na Regido do Infravemelho Proximo (Near Infrared, NIR),
em virtude de suas caracteristicas favordveis como: técnica analitica rapida, ndo destrutiva, ndo invasiva
e que permite a andlise de varios parimetros, com pouco ou nenhum preparo da amostral'3l. Entretanto,
pouca aten¢ao tem sido dada a regido espectral de sobretons, a qual também pode ser util na construgdo

de instrumentos de baixo custo para controle de qualidade de medicamentos.

2.2. Espectrometria Molecular na Regido do Infravermelho Préximo

A radiagdo na regido do infravermelho foi descoberta por William Herschel, um astronomo
inglés que, em 1800, estava investigando qual cor da radiagdo solar produzia calor!?®?1. Ele
empregou um prisma de vidro, transparente a radiagdo, para decompor a luz branca do sol em seus
comprimentos de onda visiveis e, com o auxilio de um termdémetro com um bulbo enegrecido, pode
verificar a temperatura produzida por cada cor. Surpreendentemente, a mais intensa variagdo de
temperatura foi observada quando o termdémetro foi colocado logo acima da regido vermelha do
espectro. Herschel?®! chamou esta radiagdo de “raios calorificos”, que mais tarde foi denominada
Infravermelho. A radiagdo infravermelha ¢ uma radiacdo ndo ionizante na por¢ao invisivel do
espectro eletromagnético que esta adjacente aos comprimentos de onda longos, ou final vermelho
do espectro da luz visivel.

A espectroscopia no infravermelhol®! trata das variagdes de energia molecular associadas as
transicdes vibracionais devido a absor¢do ou emissdo de um féton, que ndo ¢ suficientemente
energético para causar uma transi¢ao eletronica. A energia de um foton envolvido neste fendmeno ¢é

dada por:

E=h-wv )

onde h ¢ a constante de Planck (6,626 x 1034 J s) e v é a frequéncia de transi¢io. Como a radiagio
eletromagnética pode ser tratada como uma onda, a energia envolvida neste tipo de transi¢do pode

ser também expressa por:
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E=hv=h-<
A @
onde ¢ é a velocidade da luz no vacuo (2,998 x 10® m.s™).
A regido espectral do infravermelho!'!l compreende a radiagdo com numeros de onda no
intervalo de aproximadamente 12800 a 10 cm™ ou comprimentos de onda de 780 a 10° nm.
Do ponto de vista de aplicagdo, como também de instrumentagdo, o espectro no
infravermelho é convenientemente dividido em infravermelho proximo (Near Infrared, NIR, de 780
a 2500 nm), médio (Mid Infrared, MIR, de 2500 a 50000 nm) e distante (Far Infrared, FAR, de

50000 a 10° nm). A Tabela 1 apresenta maiores detalhes sobre essas regides espectrais.

Tabela 1 - Regides espectrais do Infravermelho.

Intervalos das regioes
Regido .
Comprlmf:lt:l))s de Onda Nuameros de Onda (cm™) Freqiiéncia (Hz)
NIR 0,78 a2,5 12.800 a 4.000 3,8x10"a12x 10"
MIR 2,5a50 4.000 a 200 1,2x 102 6,0 x 10"
FAR 50 a 1000 200a 10 6,0x 10223,0x 10!

A regido espectral NIR ¢ o segmento do espectro eletromagnético mais préoximo do
vermelho da regido visivel, sendo dificil distinguir onde exatamente termina uma e comeca a outra
regidol3!,

Os espectros NIR se caracterizam por apresentar bandas mais largas e intensidades menores
que as observadas na regido MIR. O alargamento se deve as sobreposi¢des entre bandas € a menor
intensidade decorre, principalmente, da menor probabilidade das transi¢des vibracionais!*2. Por
essa razdo, o uso da espectrometria NIR para fins de analise quantitativa foi impulsionada,
sobretudo, pelo desenvolvimento de instrumentagdo com fototransdutor de alta sensibilidade e pela
aplica¢do de métodos quimiométricos multivariadosi33!.

Os métodos analiticos baseados em NIR, sobretudo os quantitativos, apresentam vdrias
caracteristicas vantajosas que incluem a possibilidade de analises ndo-destrutivas e ndo-invasivas
com maior rapidez e simplicidade®®l. Sua principal desvantagem ¢é provavelmente a baixa

sensibilidade para constituintes minoritarios.
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2.2.1. Origem do sinal analitico na regido NIR

Uma molécula diatdmica ¢ a espécie mais simples que pode sofrer uma transi¢cao vibracional
na regiao do infravermelho, absorvendo ou emitindo um féton de energia com freqiiéncia “v”.
Entretanto, o foton ¢ absorvido (ou emitido) apenas quando ocorre uma variagdo no momento de
dipolo da molécula devido a sua vibragdo, porque, nesta condi¢do, o campo elétrico da radiacao
eletromagnética pode interagir com aquele proveniente da vibragdo da molécula, aumentando a
amplitude do movimento vibracional33,

Na verdade, a radiag@o eletromagnética ¢ absorvida quando sua frequéncia ¢ idéntica a da
vibragdo molecular. Em uma linguagem mais técnica, poder-se-ia dizer que a absor¢do ou emissao
de um foton s6 ocorrera se a molécula tiver um dipolo elétrico oscilando (de modo permanente ou
transiente) na mesma frequéncia “v” do campo eletromagnético da radiagiol!-33,

O cloreto de hidrogénio (HCIl) possui uma distribui¢do de carga assimétrica, uma vez que o
cloro ¢ mais eletronegativo que o hidrogénio. Como consequéncia, o momento de dipolo da
molécula varia durante a vibragdo, o que resulta em absor¢cdo de energia na regido do infra-
vermelho. Por outro lado, as moléculas diatdbmicas homonucleares como hidrogénio (H2),
nitrogéncio (N2) e cloro (Cl2) ndo absorvem energia nesta regido do espectro, uma vez que o
momento de dipolo de transicdo associado as ligacdes destas moléculas ndo varia com a
vibragaol11-301,

O tratamento mecanico-quanticol**34, baseado no modelo do oscilador harménico, mostra

que para moléculas diatdmicas os niveis de energia vibracionais permitidos (Ev) sdo dados por

. 1
E‘r—(?-l-i)-h-vm a)

onde V ¢ o nimero quantico vibracional que assume os valores v=20, 1, 2,...; h ¢ a constante de
Plank e vm € a frequéncia vibracional classica ou natural.
A freqiliéncia vibracional cléssica (va), encontrada pelo modelo do oscilador mecanico, ¢

dada pela Equacao (4).

1

Yo =a—
n Zm (4)

onde K denota a constante de forca da ligacio e |A simboliza a massa molecular reduzida.
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De acordo com o modelo do oscilador harmonico!'-3¥, as transi¢gdes permitidas envolvem
uma variacdo do nimero quéntico vibracional (V) de + 1 (sendo “+ 1” quando ocorre absor¢ao de
foton e “-1” para a emissdo). Neste caso, os niveis de energia adjacentes sdo igualmente espacados,
como pode ser visto na Figura 1.a.

Dado que a maioria moléculas encontra-se no nivel vibracional v = 0 na temperatura

ambiente, a transi¢ado V = 0 — Vv = | (fundamental) leva as bandas mais intensas que formam os
espectros de absor¢do na regido MIR. Se as moléculas vibrassem apenas conforme descrito pelo
oscilador harmonico, ndo haveria formag¢ao dos espectros na regido NIR.

Todavia, observa-se que os espectros NIR sdo normalmente obtidos para moléculas de
compostos organicos, o que evidencia que o modelo do oscilador harmoénio ndo ¢ suficiente (ou

inadequado) para descrever as vibragdes moleculares.

L 3

(a) (b)
Potencial harménico Potencial anarménico
\ / i & @
\ / i dissociacdo

Energia potencial
i

¥

d,
Disténcia interatémica ()

Figura 1 — Curvas de energia potencial para uma molécula diatomica heteronuclear - Modelo do oscilado harmoénico (a)

e anarmonico (b). Adaptado da referéncial!l.

[11-34] hermite descrever as transi¢des

O modelo do oscilador ndo-harmdnico ou anarmdnico
vibracionais que originam os sinais na regido NIR, conforme ilustrado na Figura 1.b. Segundo esse
modelo, a nao-harmonicidade (ou anarmonicidade) resulta de dois efeitos, a saber: (i)
anarmonicidade mecanica que surge das diferengas de massas entre os atomos envolvidos na
ligacdo (sobretudo, entre 0 H e 4&tomos como o C, O, N, etc) e a (ii) ndo-anarmonicidade elétrica

que decorre das interagdes couldmbicas durante a vibragdo da ligagdo. Quando os atomos se

aproximam um do outro, a repulsdo entre os niicleos gera uma forca que atua no mesmo sentido que
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a forca restauradora da ligagdo. Neste caso, a energia potencial aumenta mais rapidamente que o
previsto pela aproximacdo do modelo harmonico. No extremo oposto da vibragdo, ocorre um
decréscimo mais rapido da energia potencial a medida que a distancia internuclear se aproxima da
correspondente a dissociagdo molecular.

Na presenca de anarmonicidade, o tratamento mecanico-quantico pode ser realizado com

base na fun¢io de Morse que descreve a energia potencial da molécula usando a equagdol!!l:

V=D, [1—e2CT]’
©)

b

o
o
3
o

onde ‘De’ ¢ a energia de dissociacdo (profundidade do minimo ou poco de potencial), ‘a
constante para uma dada molécula, ‘re’ ¢ a distancia de equilibrio entre os dtomos ¢ ‘r’ ¢ uma
distancia interatdmica qualquer instante!'l.

A resolucdo da equagdo de Schrddinger, baseada na fun¢do de Morse, permite obter a

Equacio (6) que descreve as energias vibracionais quantizadas.

E, = (v+%)-h-vm-(v+%)2){e-h-um
(6)

na qual Xe ¢ a constante de anarmoniciade da vibra¢do cujo valor encontra-se entre 0,005 e 0,05.
Como visto, o modelo mecanico-quantico, baseado no oscilador anarmdnico considera tanto
os efeitos das forgas de atracdo e repulsdo de Coulomb como os efeitos das distancias interatdmicas
sobre as forcas da ligagdo em moléculas reais, porém, também impde algumas restrigdes quanto aos
estados de energias vibracionais e transicdes permitidas para as moléculas. Uma vez que, os
principais efeitos da anarmonicidade dos movimentos de vibragdo moleculares sdo a diminui¢ao das

distancias energéticas entre niveis vibracionais adjacentes com o aumento do numero quantico
vibracional (V), e a ndo obediéncia das regras de sele¢do, de modo que transi¢des vibracionais com

Av =12, +3, +4, etc, denominados harmonicos superiores, sdo observadas.

Essas transi¢des vibracionais postuladas pelo modelo estdo associadas aos sobretons e a
ocorréncia de bandas de combinagdo entre ligagcdes, que constituem os tipos de ocorréncias mais
comuns na regido espectral NIR. A Figura 1.b ilustra como a separacdo entre dois niveis de energia

adjacentes diminui @ medida que o numero quantico vibracional aumenta.
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Como nas moléculas os elétrons sofrem efeitos de &tomos ou grupos vizinhos, influenciando
o estiramento, o comprimento da liga¢ao, o angulo de ligacdo e, portanto, a frequéncia de vibracao
das ligacdes quimicas, as diferencas especificas geradas por estas interagdes possibilitam que cada
substancia tenha um espectro caracteristicol3'l.

Como visto pelas regras de sele¢do da teoria quantica, a transi¢do vibracional de um estado
de energia 0 para 1 ou 2 para 3 (ou seja, variagdo dos niveis vibracionais, Av, seja 1) é considerada
uma transi¢ao fundamental. Essas transi¢des sdo intensas e responsaveis pelos belos espectros
obtidos na regido do infravermelho médio. A aplicacdo do MIR na identificagdo de compostos
organicos ¢ amplamente reconhecida e isso se deve, principalmente, ao fato de nessa regido
ocorrerem, essencialmente, transicdes fundamentais e a existéncia de uma faixa espectral conhecida
como regiao de impressao digital. Na regido de impressao digital, pequenas alteragdes na estrutura e
na constitui¢do de uma molécula resultam em mudangas significativas na distribui¢do dos picos de
absorg¢do do espectro, que sdo relacionados com a estrutura da moléculal'!-3%],

Por sua vez, os sinais observados na regido do infravermelho préoximo ocorrem em
frequéncias aproximadamente duas ou trés vezes maiores que as de uma transicdo fundamental, isto
¢, Av = £2 ou £3, sendo esse tipo de transi¢do conhecida como sobretom (overtone). A maioria dos
sinais do tipo sobretom ocorre na regido do NIR, com intensidades cerca de 10 a 1000 vezes
menores que as observadas para as transi¢oes fundamentais (este fato ¢ inconsistente com a teoria
quantica, uma vez que esta prevé que tais transi¢des seriam proibidas). Outras bandas que aparecem
na regido do NIR sdo provenientes das bandas de combinagdes, que ocorrem quando um féton
excita simultaneamente dois estados vibracionais diferentes. A frequéncia da banda de combinacao
¢ aproximadamente igual & soma ou a diferenga entre as duas frequéncias das bandas fundamentais
que interagem para a sua formagaol3%-341,

As bandas de absorcio de sobretons ocorrem principalmente entre 12800 e 5500 cm™ (780 a
1820 nm) e bandas de combinagdo entre 5500 e 4000 cm™ (1820 a 2500 nm). Logo, os sinais
observados no NIR s3o essencialmente devidos a esses dois fenomenos, sendo estas absorgdes
correspondentes a sobretons e a bandas de combinacao de estiramentos e deformagdes angulares de
transi¢des fundamentais de ligagdes X-H, onde X pode ser diferentes elementos quimicos ou grupos
funcionais, como, por exemplo, oxigénio, nitrogénio, carbono e grupos aromaticos. Outros grupos
funcionais importantes incluem estiramentos carbono-oxigénio e grupos carbonila, estiramentos de
ligagdes carbono-nitrogénio, estiramentos de ligagdes carbono-carbono, dentre outras!334l,

Algumas vezes, absor¢cdes que ocorrem no NIR sdo capazes de caracterizar e identificar

compostos, como no caso da caracteriza¢do de aminas primarias, secunddrias e terciarias. Contudo,
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uma atribui¢do precisa de bandas na regido do NIR ¢ dificil devido ao fato que uma simples banda
pode ser atribuida a uma combinacdo de sobretons e bandas de combinagdo, todas severamente
sobrepostasi33,

De forma geral, as medidas feitas na regido do NIR possibilitam o estudo de amostras que
podem se encontrar na fase sélida, liquida ou gasosa. Na grande maioria das vezes, ndo requer

grande preparo da amostra !,

2.2.2. Uso do sinal NIR para fins analiticos

Os espectros NIR podem ser relacionados tanto as propriedades quimicas qualitativas!3¢-38l e
quantitativasi®*6-4% (especialmente de compostos cujas estruturas moleculares contenham ligagdes
envolvendo o hidrogénio a exemplo do O-H ), como as propriedades fisicas!'’*! (viscosidade,
densidade, indice de refragdo, brix, entre outras).

A espectroscopia NIR tem sido potencialmente aplicada a solu¢do de diversos problemas
analiticos, sendo uma realidade nos mais variados setores da cadeia produtiva. Por exemplo, o
Canada certifica o teor de proteina totais dos graos de cereais exportados utilizando medidas de
espectros NIR diretamente nos grios*!l e calibra¢do multivariada, em um procedimento que ndo
requer mais do que alguns minutos para ser efetuado. O método Kjehldal usa digestdo acida drastica
da amostra empregando mercurio ou selénio como catalisador, seguida de destilacdo e a titulagdo da
amonia produzida.

Comparando este método com o método de referéncia usado para a mesma finalidade, o
Método de Kjehldal*?l, fica evidente a importdncia de se desenvolver metodologias analitica,
simples, baratas, que ndo destruam a amostra e ndo produzam residuos quimicos prejudiciais ao
homem e ao meio-ambiente!*3!,

Esta técnica também vem sendo empregada na industria de farmacos!'3?!, polimeros!/'!-¥?I e
produtos petroquimicos3*#4 e produtos agricolas em gerall344-461,

No contexto da analise de medicamentos, a maioria dos trabalhos publicados ¢ com formas
farmacéuticas solidas®?l. A popularidade da técnica cresceu muito a partir de 198612, ano em que
Ciurczak e Maldacker!*’l publicaram o uso NIR na andlise de misturas de formulagdo de
comprimidos de aspirina, butalbital e cafeina, com suas concentra¢des variando num intervalo de
0% (auséncia de principio ativo) e de 90 a 110%. Neste experimento, espectros de placebos eram
subtraidos do espectro da composi¢ao completa, gerando espectros muito préximos aos das drogas

omitidas.
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Em 1997, Candolfi et al.*¥l estudaram as fontes de varia¢do na medi¢do NIR de
comprimidos e capsulas. As fontes de variagdo estudadas foram a repetibilidade de medigao, o
posicionamento da amostra, variabilidade do dia-a-dia, objetos de variabilidade dentro de um lote, e
de modo continuo avaliaram a variabilidade dos lotes. Este trabalho deu um dos primeiros indicios
da importancia do posicionamento da amostra.

O primeiro trabalho publicado sobre andlise de comprimidos diretamente em suas
embalagens foi o de Dempster et al. (em 1993)*! onde foram utilizadas trés configuragdes de
amostragem para investigar a classificacio da droga presente. Na primeira configuracdo era
necessaria a remog¢ao do comprimido do blister, na segunda abordagem, os comprimidos foram
analisados através da embalagem de plastico usando a janela espectrometro, e no terceiro arranjo, os
comprimidos foram analisados através da embalagem blister de plastico com uma sonda de fibra
optica.

Em 2000, Moffat et al.l®”! demonstraram que o método de analise NIR preenche os critérios
estabelecidos pela ICH-Q25%21 Critérios como: exatiddo, precisdo, especificidade, limite de
deteccao, limite de quantificagdo, linearidade, intervalo, robustez e adequacao do sistema de teste,
demonstraram ser adequados para uso em testes de rotina. Este trabalho foi o ponto de partida para
a validagdo de metodologias baseada em NIR para andlise de medicamentos!32l.

Atualmente, métodos analiticos baseados na espectroscopia NIR estdo sendo empregados
como método de referéncia na Europa e em alguns paises, onde ja estdo sendo incorporados a
farmacopeia oficial®l. O que mostra que a espectroscopia NIR j4 esta fortemente consolidada, e
sendo aplicada em diversos segmentos da industria farmacéutical®?2¢l. Mas sua expansdo ndo se
deve apenas a técnica NIR (pois os sinais obtidos sdo de baixa intensidade, ocorre alta sobreposicao
espectral, a quantidade de dados gerados ¢ enorme tornado seu estudo bastante complexo), e sim
devido a utilizagdo de ferramentas estatisticas adequadas (quimiometria) para o tratamento dos
dados!33-531,

A quimiometria ¢ uma area que se refere a aplicacdo de métodos estatisticos e matematicos,
assim como aqueles baseados em l6gica matematica, a problemas de origem quimica. E utiliza para
a elaboracao de planejamentos experimentais robustos, otimizacao de experimentos e realizacao de
calibragdo multivariada. A quimiometria ¢ uma ferramenta valiosa utilizada no pré-tratamento dos
dados, na selecdo de varidveis, na identificagdo e classificacdo de compostos ou amostras
complexas, na quantificagdo através da andlise multivariada, sendo de vital importancia em

procedimentos de transferéncia de calibra¢do entre instrumentos!33-55,
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Muita énfase tem sido dada aos sistemas multivariados, nos quais se pode medir muitas
variaveis simultaneamente, ao se analisar uma amostra qualquer. Nesses sistemas, a conversao da
resposta instrumental no dado quimico de interesse, requer a utilizagdo de técnicas de estatistica
multivariada, algebra matricial e andlise numérica. Essas técnicas se constituem no momento na
melhor alternativa para a interpreta¢do de dados e para a aquisicdo do méaximo de informagdo sobre
o sistemal®. A organizacdo do conjunto de dados em andlises multivariada sio geralmente
apresentados em uma matriz, onde as linhas desta matriz representam o conjunto das amostras € as
colunas, das varidveis medidas. A matriz pode ser representada graficamente num espaco
multidimensional, onde cada varidvel medida corresponde a uma dimensdo do espago e cada
amostra um ponto no espago!>>%61,

Pode-se dizer que a calibracdo multivariada tem como principio basico a utilizacao
simultdnea de muitas variaveis independentes X1, X2, ...Xn (ex: valores de absorbancia a varios
comprimentos de onda), para quantificar alguma varidvel dependente y (ex: concentragdo). O
processo geral de calibragdo!3”-81 ¢ obtido em duas etapas:

1) modelagem, em que estabelece uma relagdo matematica entre a matriz X (variaveis
independentes) e a matriz Y (resposta) no conjunto de calibragdo e da validagdo, que otimiza a
relagcdo no sentido de uma melhor descri¢ao do analito(s) de interesse;
i1) previsdo, que utiliza a modelagem estabelecida na etapa anterior para estimar propriedades
desconhecidas de amostras de interesse a partir do seu sinal analitico.

Os métodos mais usados sdo o MLR (Multiple Linear Regression), o PCR (Principal
Component Regression) e o método PLS (Partial Least-Square)!>®6l. Entres estes, destaca-se o
método MLRI!®! que, ao contrario do PCR e PLS, realiza a regressdo no dominio dos dados
originais ¢ levam a obten¢cdo de modelos simples que permitem uma interpretagdo fisica direta.
Todavia, os modelos MLR sao sensiveis a problemas de multicolinearidade. Esse problema pode
ser superado mediante a selecdo das varidreis minimamente redundantes e mais informativas para
os modelos de calibragdo multivariada, por isso geralmente a constru¢do de modelos MLR est4
associado a um método de selecdo de varidveis, como o Algoritmo das Projecdes Sucessivas
(SPA)®1621 O SPA ¢ uma técnica de sele¢do de varidveis que utiliza operagdes simples num espago
vetorial para minimizar problemas de colinearidade.

A combinacdo da espectroscopia NIR com técnicas quimiométricas de analise multivariada,
tem possibilitado o desenvolvimento de metodologias para o controle de qualidade de

medicamentos injetaveis!®l, entre outros motivos, por determinar tanto as propriedades quimicas
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(qualitativas e quantitativas), como as propriedades fisicas das amostras, e também por possibilitar

uma analise rapida, e sem necessidade de tratamento quimico das amostras!>331,

2.3. Instrumentacgao NIR

Para a realizagdo de analises quimicas baseadas na espectroscopia NIR, dois tipos basicos de
equipamentos podem ser utilizados: espectrometros ou fotdmetros!!!l. Os espectrometros NIR sdo
equipamentos normalmente grandes, utilizados para registrar espectros de uma amostra em toda a
faixa espectral do NIR. Por conta dessa caracteristica, sdo equipamentos caros utilizados por centros
de pesquisa ou por laboratorios de industrias de grande porte financeiro. Logo, ndo sdo
equipamentos desenvolvidos para a analise de campo. Por sua vez, os fotdmetros NIR sao
equipamentos muito mais baratos, porém eles sdo construidos para se trabalhar com um nimero
discreto de pequenas regides espectrais (os comprimentos de onda) distribuidas ao longo da faixa do
NIR. Estes comprimentos de onda sdo isolados empregando filtros Opticos, cuja banda espectral
passante isolada ¢ em geral muito larga, o que prejudica a precisdo e a qualidade dos fotdmetros
NIR. Fotometros NIR de boa qualidade e muito mais simples podem ser construidos usando diodos
emissores de luz (Light Emitting Diode, LED)!63:64],

Dispoe-se, atualmente, de um grande numero de espectrometros que operam na faixa do
infravermelho proximo. A complexidade pode variar desde os mais simples, que empregam filtros
de interferéncia na selecdo de poucos comprimentos de onda, até os mais sofisticados, que
empregam a transformada de Fourier. Os instrumentos que empregam filtros Optico-actsticos
sintonizaveis t€m se tornado populares devido, principalmente, a sua robustez, que possibilita o uso
do espectrofotdmetro para monitoragdo em linha nos processos industriais!'!l. Os detectores mais
empregados sdo os de sulfeto de chumbo que apresentam desempenho adequado nesta faixa de
comprimento de onda, principalmente quando resfriados com o uso de elementos tipo Peltier. Os
detectores de InAs e GalnAs tém sido bastante empregados nos instrumentos de varredura mais
modernos, devido a exigéncia de respostas rapidas para permitir varreduras de amplas regides

espectrais a taxas tdo elevadas quanto 500 nm.s 1130,

2.4. Instrumentacdo a Base de LEDs-NIR
O emprego de LEDs que emitem uma radia¢do de poténcia consideravel, minimiza os custos
associados a constru¢do de instrumentos comerciais!!?/, Os instrumentos construidos a base de
LEDs sao utilizados para analises dedicadas, as quais exploram regides espectrais onde ocorrem

absorc¢do especificas do analito. Por ndo apresentarem partes moveis, serem baratos e compactos,
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estes equipamentos sdo simples e robustos o suficiente para serem utilizados como instrumentos
portateis em andlises de rotinal'™3l. Diversos fotdmetros que utilizam LEDs nas regides
ultravioleta, visivel para distintas aplicagdes foram desenvolvidos!'>!3l, Entretanto a aplicacdo de
LEDs-NIR no desenvolvimento de fotometros pode ser considerada incipiente, fato constatado pelo
baixo namero de publicagdes relatadas na literatural16-211,

Santos!'®l desenvolveu um fotdometro de fluxo a base de diodo emissor de luz (LED) e de
fotodiodo, que utiliza a regido de comprimentos de onda mais curtos do infravermelho préximo
(SW-NIR), foi desenvolvido com o objetivo de realizar a verificagdo de adulteragdo por excesso de
etanol na gasolina tipo C, e por adi¢do de dgua em AEHC. O Fotometro SW-NIR desenvolvido
utiliza como Unico pardmetro para a verificagdo da ndo conformidade dos combustiveis, a absor¢ao
da radiacdo com comprimento de onda de 1200nm, normalmente ndo explorada na analise de
etanol, componente comum aos dois combustiveis. A utilizacdo de um microcontrolador
PIC16F877 torna possivel a minimizacdo do nimero de componentes eletronicos utilizados para
operacdes de filtracdo de sinais e controle de dispositivos. O controle de leitura dos sinais
analiticos, o regime de radia¢do pulsada a 92Hz com ciclos de trabalho de 5,5% (600ms) para
controlar a deriva térmica do LED, a aquisi¢do e tratamento dos sinais analiticos, € a apresentacao
dos resultados em tela de display liquido sdo operagdes definidas num programa gravado no
microcontrolador. Para o controle da influéncia da temperatura sobre os sinais analiticos, um sensor
térmico a base de um transistor bipolar 2N2221 foi utilizado. As temperaturas fornecidas por este
dispositivo foram utilizadas para a calibragdo dos sinais analiticos esperados para os combustiveis
analisados, de modo a serem estabelecidos limites de confiabilidade para os resultados
apresentados. Amostras de gasolina tipo C e de AEHC, adquiridas em postos de distribui¢do da
cidade de Jodo Pessoa, foram analisadas pelo fotometro desenvolvido. A analise de gasolina nio
forneceu resultados satisfatorios, com limites de deteccao de 29,1% v/v para o etanol, valor este
bem acima do limite de especificacdo maximo de 26% v/v, estabelecido pela ANP. Os resultados
para o etanol foram satisfatorios. A concentragdo para o limite de decisdo foi determinada em
89,9% m/m. Este limite se encontra um pouco abaixo do limite minimo estabelecido pela ANP para
a analise de etanol, que ¢ 92,6% m/m. Assim, amostras analisadas no Fotometro SW-NIR sdo
consideradas adulteradas quando o teor de etanol se encontrar inferior ao limite de 89,9% em
massa, com 95% de confianga. Estes limites foram determinados analisando-se as amostras em
fluxo de 1ml/min.

Chagas!'”l desenvolveu um fotdmetro NIR portatil para determinar o teor de 4gua em élcool

hidratado combustivel (AEHC) ¢ o teor de etanol (Alcool etilico anidro carburente) em gasolina. No
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desenvolvimento do instrumento foram avaliados detectores baseados em um foto-resistor de PbS e
um fotodiodo de InGaAs. Dentre os detectores empregados o que apresentou melhores resultados
foi o detector de InGaAs. Foram construidos diversos fotometros sendo que aqueles que
apresentaram os melhores desempenhos utilizaram filtro de interferéncia em 1480 nm e celas
cilindricas com caminho 6ptico de 2 mm e 5 mm. Para o caminho 6ptico de 2 mm, foi utilizada
como fonte de radiagdo uma lampada de 6 watts, enquanto que para a cela com 5 mm foi utilizada
uma lampada de tungsténio de 20 watts e uma lente colimadora. Em ambos os casos, a fonte de
radiacdo foi pulsada a uma freqiiéncia de 25 Hz. Como transdutores de saida do instrumento foram
empregados um microcontrolador acoplado a um display de cristal liquido e também dois LEDs
(vermelho e verde) indicando se o combustivel estava dentro ou fora da especificagdo. O
instrumento foi avaliado com amostras comerciais de alcool combustivel e gasolina. Para a
determinagdo do teor alcoodlico em 4alcool combustivel, a resposta foi linear na faixa de
concentragdo de 88 a 98% m/m, com um erro médio de 3,6 % para um total de 30 amostras
analisadas, quando comparada ao seu respectivo método de referéncia. Na analise de amostras de
gasolina foi obtida uma resposta linear para o teor de etanol entre 20 % e 30 %, com um erro médio
de 3,0% para um total de 40 amostras analisadas.

Gaido et al.l'8 desenvolveram um fotdmetro microcontrolado, portatil e de baixo custo para
analise screening de gasolinas tipo C para verificar adulteracdo por adicdo de solvente ou
querosene. O instrumento desenvolvido possui um diodo emissor de luz do infravermelho préximo
com emissao em 1550 nm como fonte de radiagdo, um fotoresistor PbSe como detector e um
microcontrolador PIC como unidade de controle. O detector utilizado possui um sistema com um
termoresistor de arrefecimento termoeléctrico para controlar a temperatura do detector e manter o
ruido em niveis baixos. Por ser portatil e microcontrolado, o fotometro desenvolvido também
permite a realizagdo de analises quimicas de campo. Para calibrar o fotometro, amostras de
gasolinas tipo C puras e adulteradas foram registradas pelo fotdmetro e as concentragdes de corte
para o solvente e para o querosene foram calculadas baseadas no limite de quantificacdo para
classificar as amostras como adulteradas ou ndo. Para determinar os limites de incerteza associadas
a estas medidas, curvas de performance foram elaboradas. A partir destas curvas, os limites de
decisdo de 5,1% (v/v) de solvente e de 5,9% (v/v) de querosene foram determinados para um nivel
de confianga de 95%. Quando aplicado a analises screening de gasolinas tipo C, o fotdmetro
apresentou indice de acertos de 100% para gasolinas adulteradas nestes niveis de concentragdo. O
fotdmetro mostrou ser uma alternativa economica ¢ viavel para analises screening de gasolinas tipo

C para verificar adulterag@o por solvente ou querosene, acima dos niveis pré-estabelecidos em lei.
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Teerasong et al.l'! desenvolveram um sistema de anélise por injecdo seqiiencial (SIA)
acoplado a um médulo para monitoramento simultaneo e em tempo real de trés parametros para a
industria de bebidas: teor de aglicar (medida em Brix), cor e CO2 dissolvido. A detec¢ao por
reflexdo de luz na interface do liquido (efeito schlieren), foi utilizada para a medi¢ao de teor de
sacarose. Um diodo emissor de luz no infravermelho proximo (890 + 40 nm) foi utilizado como
fonte de radiagdo. A faixa de calibragdo para a sacarose foi linear no intervalo de 3,1 a 46,5 brix. J&
para a medicao da cor, utilizou-se um LED RGB como fonte de radiagdo (a fim de tornar este
modulo aplicavel a uma vasta gama de amostras de cor) e a amostra foi segmentada com bolhas de
ar para evitar sua dispersdo. E para a analise de CO2 dissolvido, o sistema possui uma sessdo onde o
CO2 sofria vaporizagdo da fase liquida e posteriormente era novamente dissolvido numa corrente de
agua que flui num “aceitador”. O sistema aceitador sofria alteracdo da condutividade, que era
detectada por meio de um detector de condutividade acoplado ao sistema. A unidade de
vaporiza¢do, usada para a liberagdo do CO: foi usada para remover os gases da bebida antes das
medigoes de sacarose e de cor dentro do sistema. O método apresentou bons resultados, compativeis
com os métodos tradicionais de analise.

Silva, et. al.?% desenvolveram um sensor por fibra Optica para a determina¢do de compostos
organicos volateis (etano, pentano, heptano, octano, decano, benzeno, tolueno e estireno) na
respiracdo humana para diagnostico clinico. Basicamente o sensor trabalha com comprimento de
onda fixado em 1550 nm, usando um dispositivo de InGaAs para deteccdo. O sistema analitico
desenvolvido mostrou um alto desempenho para analise da respiracao, inferida pela analise limites
de intensidade de sinal e a estabilidade, a faixa linear, e detec¢io de 0,8 pmol de L para o heptano,
e 9,5 pmol de L! para o decano. A faixa de calibracdo foi de 100 a 500 pmol.L! para o etano, 50 a
450 pmol.L™! para o pentano, 5 a 25 pmol.L"! para o heptano, 2 a 62 pmol.L™! para o octano, 5 a 425
pmol.L"! para o decano, 10 a 130 pmol.L™!' para o benzeno, 30 a 150 pmol.L"! para o tolueno, e 2 a
82 pmol.L"! para o estireno. Os coeficientes de correlagio (R?) obtidos foram: 0.9997 (p <
3.11x1073%) para o etano, 0.9998 (p < 7.13x107°%) para o pentano, 0.9925 (p < 1.40x1072%) para o
heptano, 0.9988 (p < 8.26x1072%) para o octano, 0.9999 (p < 5.91x1073¢) para o decano, 0.9995 (p <
6.74x1073") para o benzeno, 0.9991 (p < 1.05x1072®) para o tolueno e 0.9981 (p < 5.50x107%%) para
o estireno. O sensor também apresentou caracteristicas vantajosas apresentar repostas em tempo
real, baixo custo para producdo dos instrumentos, além de demonstrar um desempenho analitico
equivalente a analise da respiracdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-MS), utilizado como método de referéncia.
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Limal?!l desenvolveu um fotdmetro portatil baseado em LED para a determinagdo de
hidrocarbonetos aromaticos totais em agua contaminada com gasolina. Dois LEDs foram utilizados
como fonte de luz, com emissdo maxima a 1300 nm e¢ 1689 nm. A radiacdo de cada LED foi
coletada com pacotes de 24 fibras opticas de silica, que foram reunidas em um Unico pacote
apontado para a cela de deteccao . Um fotodiodo de InGaAs estava diretamente ligado a célula de
medi¢d0.0 software utilizado foi escrito em VisualBasic.NET para controlar o fotometro através de
uma interface USB e para a aquisi¢ao de dados. A determinacdo de hidrocarbonetos aromaticos
totais foi realizada utilizando uma fase de deteccao de silicone (de 5 mm de comprimento e 3,2 mm
de diametro), foi utilizada para extrair os compostos aromaticos a serem analisados a partir da dgua
contaminada. A extracdo (de 60 minutos sob agitacdo constante) foi realizada num frasco de 100
mL cheio com a amostra diluida em 4gua com 2,0 molL"! de NaCl . A repetibilidade de 1,8 % e
1,3% ( expressa como o desvio padrdo relativo de 10 medidas) foi obtida em 1300 nm e 1689 nm,
respectivamente . Os valores de absorbancia foram calculados considerando-se o sinal em 1300 nm
como referéncia porque hidrocarbonetos ndo absorvem neste comprimento de onda. Curvas
analiticas até 200 mg.L™' e 400 mg.L"! foram construidas para o benzeno e tolueno , proporcionando
limites de detec¢dio de 1,2 mg.L! e 1,7 mg.L"!, respectivamente. A sensibilidade foi semelhante
aqueles obtidos com um espectrofotdmetro FT -NIR Bomem MB 160 no mesmo comprimento de
onda. O fotdmetro foi aplicado para a determinacdo do total de hidrocarbonetos em &guas
contaminadas por gasolina. Uma curva analitica (50-300 mg.L") foi construida a partir de solugdes
de referéncia contendo benzeno e tolueno, na propor¢do de 3:7, que ¢ a propor¢ao geralmente
encontrado na gasolina brasileira. Os resultados fornecidos pelo fotometro foram comparados com
os obtidos com o espectrofotdometro comercial e ndo apresentaram diferencas significativas a um
nivel de confianga de 95 %.

O desenvolvimento de instrumentos mais simples, que fazem uso de acessorios eletronicos
tais como os microcontroladores e os modulos de cristal liquidos, geralmente apresentam dimensdes
fisicas bem menores que os espectrometros comerciais, o que viabiliza a sua portabilidade, e
permite seu uso em pesquisas de campo!'!l. Obviamente os custos relacionado a sua produgio e
manuten¢do também sao reduzidos, o que incentiva ainda mais o desenvolvimento de fotometros
para andlises dedicadas.

Na constru¢do dos fotdmetros, alguns componentes eletronicos sdo bastantes utilizados. A
seguir serdo descritas algumas especifica¢des dos quatro dispositivos mais utilizados na construgao

de fotometros: LED, fototransdutor, microcontrolador € modulo de cristal liquido.



CAPITULO 11 23

2.4.1. Diodos emissores de luz - LED

LED ¢ a sigla em inglés para Light Emitting Diode, ou diodo emissor de luz. O LED é um
diodo semicondutor, constituido por uma ponte metalica em contato com um cristal semicondutor
no qual existe uma jungdo P-N, que quando energizado emite luz visivel por isso LED (Diodo
Emissor de Luz). O processo de emissdo de luz pela aplicagdo de uma fonte elétrica de energia ¢é
chamado eletroluminescéncial®s!.

Uma jungdo P-N consiste numa jungdo entre dois semicondutores (sendo os mais comuns
Ge ou Si), um tipo P e outro tipo N, obtidos pela adi¢do de pequenas quantidades de impurezas. As
impurezas tipo P sdo atomos de elementos que apresentam menos elétrons na sua camada externa
(Al, Ga, In, T1) com relagdo ao semicondutor, e as tipo N sdo aquelas que apresentam mais elétrons
na camada de valéncia (Ar, Sb) quando comparadas com o semicondutor.

Uma dopagem tipo N ¢, entdo, aquela feita com impurezas “doadoras” (elétron livre de uma
regido N) e uma dopagem tipo P ¢, entdo, aquela feita com impurezas “aceitadoras” (uma lacuna da
regido P). Em qualquer jungdo P-N polarizada diretamente ocorrem recombinag¢des de lacunas e
elétrons. Essa recombinagdo exige que a energia possuida por esse elétron, que até entdo era livre,
seja liberada, o que ocorre na forma de calor ou de fotons de luz. Deste modo, um LED emite luz
quando polarizado no sentido de condugao!®3-6¢l,

A mobilidade dos portadores ¢ a facilidade com que cargas n e p (elétrons e lacunas)
atravessam a estrutura cristalina do material sem colidir com a vibragdo da estrutura. Quanto maior
a mobilidade dos portadores, menor serd a perda de energia, portanto mais baixa serd a
resistividade. Na regido de contato das areas, elétrons e lacunas se recombinam, criando uma fina
camada praticamente isenta de portadores de carga, a chamada barreira de potencial, onde temos
apenas os ions "doadores" da regido N e os ions "aceitadores" da regido P, que por ndo
apresentarem portadores de carga "isolam" as demais lacunas do material P dos outros elétrons
livres do material N. Um elétron livre ou uma lacuna s6 pode atravessar a barreira de potencial
mediante a aplicagdo de energia externa (polarizagio direta da jungio)!®6l,

A luz emitida ndo é monocromatica, mas a banda colorida é relativamente estreita. A cor,
portanto, dependente do cristal e da impureza de dopagem com que o componente ¢ fabricado.

O LED que utiliza o arseneto de galio emite radia¢des infravermelhas. Dopando-se com
fosforo, a emissdo pode ser vermelha ou amarela, de acordo com a concentragdo. Utilizando-se
fosfeto de galio com dopagem de nitrogénio, a luz emitida pode ser verde ou amarela.

Hoje em dia, com o uso de outros materiais, consegue-se fabricar LEDs que emitem luz

azul, violeta e até ultra-violeta. Existem também os LEDs brancos, mas esses sdo geralmente LEDs
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emissores de cor azul, revestidos com uma camada de fosforo do mesmo tipo usado nas lampadas
fluorescentes, que absorve a luz azul e emite a luz brancal®®,

Esse tipo de emissor ¢ a fonte de luz padrdo para a maioria dos sensores. Sao
comercialmente disponiveis no mercado desde a década de sessenta, possuem baixo valor comercial
(cerca de R$ 1,50) e podem ser encontrados numa grande variedade de formas (retangular,
semiesférico, cilindrico, entre outras), de tamanhos (3,0; 5,0; 10,0 mm, entre outros) e de tipos (UV,
bicolor, tricolor, branco, azul, verde, amarelo, laranja, vermelho, IR, entre outros)[666],

As radiagdes emitidas pelos diferentes LEDs cobrem toda a regido do espectro visivel e

parte do infravermelho. A Figura 2 ilustra o espectro de emissdo de nove LEDs na regido do

infravermelho proximo.
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Figura 2. Espectros de emissio de 9 LEDs na regido do infravermelho proximo (800-1600nm)!®l,

Os LEDs, ao se tornarem acessiveis comercialmente, com a conseqiiente diminuig¢do de seus
custos de produgdo e elevagdao dos niveis de eficiéncia luminosa, comegaram a ser utilizados em
instrumentagdo analitica, principalmente em instrumentos espectrométricos, como os fotometros.
Porém, o campo de aplicacdo dos LEDs ndo se limitou ao uso restrito em fotometros, expandindo-
se para outras técnicas como eletroforese capilar, sistemas de extragdo liquido-liquido,
fluorescéncia e eletroquimica, entre outras!'*13l. As principais caracteristicas que permitiram que os
LEDs alcangassem esse largo espectro de atuagdo foram!®”!: compactabilidade; robustez; tempo de

vida elevado; baixo consumo de energia; baixo custo; poténcia elevada; largura efetiva de banda
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estreita; ruido associado baixo; e facilidade de aquisicdo. Apesar  das  diferentes  técnicas
instrumentais em que os LEDs podem atuar como fonte de radiagdo, o uso desses dispositivos em

instrumentagao NIR ainda constitui o principal campo de aplicagdes a ser desenvolvido.

2.4.2. Detectores e/ou Fototransdutores

Os detectores!®®! sio dispositivo cuja finalidade é a de assinalar a presenga de fotons, de
substancias, de corpos em determinado meio ambiente ou instrumentos inteiros usados para detectar
e registrar, por exemplo, analitos eluidos em cromatografia. Em outras palavras, ¢ um dispositivo
que muda de estado na presenca de um elemento ou de uma situacdo para o qual foi
especificamente concebido. No caso de fototransdutores, sdo dispositivos sensiveis a luz, que
executam determinadas fungdes na presenca da mesma. Existem basicamente dois tipos de
fototransdutores: Fotodiodos e fototransistors.

Um fotodiodo!®! ¢ um componente eletronico e um tipo de fotodetector. E uma jungio P-N
designada para responder a uma entrada 6tica. Fotodiodos possuem uma "janela" ou uma conexao
de fibra otica, responsavel por deixar a luz passar e incidir na parte sensivel do dispositivo. Também
pode ser usado sem a "janela" para detectar raios ultravioleta ou raios-X.

Fotodiodos podem ser usados tanto na polarizacdo reversa quanto na polarizagao direta. Na
polarizagdo direta, a luz que incide sobre o fotodiodo faz a corrente transcorrer através do
dispositivo, levando-a a ir para o sentido frontal. Isso ¢ conhecido como o efeito fotoelétrico, e ¢ a
base das células de captagdo de energia solar - alids, uma célula de captacdo de energia solar é
apenas um monte de grandes e baratos fotodiodos. Diodos geralmente possuem uma altissima
resisténcia quando a polaridade ¢ revertida. Essa resisténcia ¢ reduzida quando a luz, em uma
apropriada freqiiéncia, brilha na jun¢do. De fato, um diodo de polaridade reversa pode ser usado
como um detector, monitorando a corrente que passa por ele. Circuitos baseados nesse efeito sao
mais sensiveis a luz que outros baseados no efeito fotovoltaico.

Um fototransistor!®®! ¢, essencialmente, nada mais que um transistor bipolar que estd
encapado em uma capa transparente para que a luz possa atingir a base coletora da juncdo. O
fototransistor funciona como um fotodiodo, mas com uma sensitividade muito maior a luz, pois os
elétrons que sao gerados pelos fotons na juncao da base-coletora sdo aplicados dentro da base, a sua
corrente ¢ entdo amplificada pela operacdo do transistor. Entretanto, o fotodiodo tem um tempo de
resposta menor do que o fototransistor. Os fototransdutores mais comumente utilizados para a
deteccdo da radiagdo na regido NIR sdo: Dispositivo de Carga Acoplada ou CCD (Charge-Coupled

Device) que sdo adequados para a extremidade mais curta da regido NIR (750-1000 nm), mas nao
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sdo suficientemente sensiveis sobre a maior parte da regido (acima de 1000 nm); e dispositivos de
InGaAs e PbS, que sdo mais adequados, embora menos sensiveis do que os CCD.

Normalmente detectores fotocondutores de PbS ndo sdao caracterizados pela eficiéncia
quantica, porque, teoricamente, eles sdo completamente eficiente (100% QE), ao contrario de
detectores fotovoltaicos de InGaAs!®!. A melhor maneira de comparar matrizes de PbS e InGaAs é
com detectividade (D*), que ¢ realmente sinal normalizado-ruido. Geralmente, detectores de PbS
tem detectividade ligeiramente melhor do que detectores de InGaAs prolongados na faixa (InGaAs-
extendido). No entanto, para comprimentos de onda mais curtos (<1700 nm), um InGaAs padrao
tende a ter um valor maior D* do que PbS.

Detectividade (D*) é definida como a relacao sinal-ruido do detector normalizada pela area
do detector. A medida que a temperatura do detector diminui, a detectividade aumenta. A Tabela 2
fornece algumas especificacdes para uma comparagdo entre detectores PbS, PbSe (detector PbS
com a janela de faixa estendida) com InGaAs padrido e estendida (InGaAs-extendido). Onde: A
faixa indica a faixa de resposta do detector; A pk ¢ comprimento onda onde o detector apresenta
resposta maxima; t ¢ o tempo de resposta do detector, D*A pk ¢ a detectividade maxima do sensor;

PV indica que o detector ¢ do tipo fotovoltaico, e PC indica que o detector ¢ um fotocondutor.

Tabela 2. Especificagdes com valores aproximados de respostas para detectores NIRI®!,

InGaAs InGaAs PbS PbSe
(padrao) (extendido)
300° K
A faixa (um) 0,7-1,7 1,2-2,6 1,0-3,0 1,0-5,0
A pk (um) 1,5 2,3 2,2 3,8
T (uS) 0,1 0,1 200 3
D*A pk (cm\ Hz/w) 5x10"2 5x10'° 1x10" 3x10°
Modo PV PV PC PC
243 ° K
A faixa (pm) 0,7-1,7 1,2-2,6 0,8-3,5 1,0-5,5
A pk (um) 1,5 2.3 2,5 4,0
T (uS) 0,01 0,01 1000 10
D*) pk (cmVHz/w) 3x10" 2x10" 2,5x10'" 1,5 x10"
Modo PV PV PC PC
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Outro fator importante ¢ a influencia da temperatura sobre os dispositivos. A temperatura do
elemento nominal maxima para detectores de PbS é 65°C, isto se refere aos limites de temperatura
reais que a superficie do detector pode chegar, ndo de temperatura que se irradia para o detector!®®l,
Ja a temperatura do elemento nominal maxima para detectores de InGaAs vai de 85 a 110°C.

Portanto os detectores de PbS sdo muito mais sensiveis a temperatura.

2.4.3. Microcontroladores PIC

Um microcontrolador!’! é um sistema computacional completo, no qual estdo incluidos uma
Unidade Central de Processamento - CPU (Central Processor Unit); memoria para armazenamento
de instrucdes e para manipulacdo de dados e programas; um sistema de clock para dar seqiiéncia as
atividades da CPU; portas de I/O (Input/Output) para interiorizar na CPU informa¢des do mundo
externo e exteriorizar informagdes processadas pela CPU para o mundo externo; programa
(firmware) para definir um objetivo ao sistema; além de outros possiveis periféricos, tais como,
modulos de temporizagdo e conversores A/D, entre outros, integrados em um mesmo
componente!7%l,

De um modo geral, os microcontroladores sao usados com programas muito especificos na
area de controle, principalmente na industria. Entre as vantagens do microcontrolador podemos
citar que:

e Sao extremamente pequenos, simplificando muito o tamanho da placa de circuito;

e Podem substituir com grande eficiéncia parte ou até mesmo circuitos inteiros;

e S3o dispositivos de baixa poténcia, por isso o consumo de energia ¢ baixissimo;

e Sdo extremamente flexiveis ja que o programa estd escrito em uma memoria, podendo ser
mudado, e ndo na placa do circuito;

e Os programas podem ser alterados facilmente ndo sendo necessaria a criagdo de um circuito
novo.

O uso de microcontroladores possibilita a introdug¢do ou alteragdo de funcionalidades do
instrumento sem a necessidade de re-configuracdo do hardware, bem como o controle de
dispositivos externos, operagdes de aquisi¢do e tratamento de dados sem a necessidade de um
microcomputador!7%!,

Um microcontrolador PIC apresenta todos os dispositivos necessarios para o controle de
dispositivos externos e operacdes de aquisicdo e tratamento de dados, necessdrias ao

desenvolvimento de instrumentos analiticos simples.
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Como os microcontroladores ndo apresentam dispositivos para apresentacao dos resultados
das andlises, uma interface externa com este proposito deve ser adaptada aos instrumentos
microcontrolados. Os médulos LCD (Liquid Cristal Display) sdo os dispositivos mais utilizados

para este fim.

2.4.4. Modulo LCD do Tipo Alfanumérico

Um display de cristal liquido, acronimo de LCD (em inglés, Liquid Cristal Display) I"!l,
consiste em um painel fino usado para exibir informagdes por via eletronica, como texto, imagens e
videos. E um dispositivo eletronico-6ptico modulado, composto por um determinado nimero de
pixels, preenchidos com cristais liquidos e dispostos em frente a uma fonte de luz para produzir
imagens em cores ou preto e branco. Seu uso inclui monitores para computadores, televisores,
painéis de instrumentos ¢ outros dispositivos, que vao desde cockpit de acronaves, displays em
computadores de bordo de automoveis, a dispositivos de utilizacdo didrias, tais como leitores de
video, dispositivos de jogos, relogios, calculadoras e telefones.

Um LCD consiste de um liquido polarizador da luz, eletricamente controlado, que se
encontra comprimido dentro de celas entre duas laminas transparentes polarizadoras. Os eixos
polarizadores das duas laminas estdo alinhados perpendicularmente entre si, o que reduz a rotagao
da polarizagdo da luz incidente e o dispositivo aparece cinzal”ll. Cada cela é provida de contatos
elétricos que permitem que um campo elétrico possa ser aplicado ao liquido no interior. Se a tensdo
aplicada a superficie ¢ suficientemente grande, as moléculas de cristal liquido no centro da camada
assumem quase completamente forma helicoidal, e a polarizagdo da luz incidente ndo roda a medida
que passa através da camada de cristal liquido; esta luz serd, entdo, principalmente polarizada
perpendicular ao segundo filtro, e, portanto, aparecera o pixel preto. Ao controlar a tensdo aplicada
em toda a camada de cristal liquido em cada pixel, a luz pode ser autorizada a passar em
quantidades variadas constituindo diferentes niveis de cinzal’’72l,

Entre as suas principais caracteristicas de um moédulo LCD estd a sua leveza, sua
portabilidade, e sua capacidade de poder ser produzido em larga escala. Seu baixo consumo de
energia elétrica lhe permite ser utilizado em equipamentos portateis, alimentados por bateria
eletronica. Os modulos LCD graficos sao encontrados com resolucdes de 122 x 32, 128 x 64, 240 x
64 e 240 x 128 (dots x pixel), e geralmente estdo disponiveis com 20 pinos para conexdo. Os LCD
comuns (tipo caractere) sdo especificados em numero de linhas por colunas e sdo encontrados

conformes as configuragdes previstas na Tabela 3.
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Tabela 3. Tipos de moédulos LCD mais comuns.

Nuimero de Colunas | Numero de Linhas | Quantidade de pinos
8 2 14
12 2 14/15
16 1 14/16
16 2 14/16
16 4 14/16
20 1 14/16
20 2 14/16
20 4 14/16
24 2 14/16
24 4 14/16
40 2 16
40 4 16

Os modulos de LCD podem ser encontrados com LED backlight (com iluminagdo de fundo)
para facilitar as leituras durante a noite. A alimentagdo deste LED ¢ feita normalmente pelos pinos
15 e 16 para os mdédulos comuns e 19 e 20 para os mddulos graficos. Os pinos 15 e 19 s3o usados
para ligacdo ao anodo e os pinos 16 e 20 para o catodo. A corrente de alimentagao do LED varia de
100 a 200mA, dependendo do modelo.

Em determinados casos, as informagdes geradas em um instrumento portatil podem ser
demasiadas para serem apresentadas, de modo claro e conciso, no dispositivo LCD; como também,
os microcontroladores sdao limitados em termos de espago de memoria com relagdo aos
microcomputadores, portanto os softwares desenvolvidos devem ser simples para evitar a

necessidade de aquisicao de dispositivos de memoria externos.

2.5. Medicamentos

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)I73l, medicamentos sdo
produtos especiais elaborados com a finalidade de diagnosticar, prevenir, curar doengas ou aliviar
seus sintomas, sendo produzidos com rigoroso controle técnico para atender as especificagdes legais
de seguranga, eficacia e qualidade!”. O efeito alcangado por um medicamento se deve a presenga
de uma ou mais substancias ativas com propriedades terapéuticas reconhecidas cientificamente, que
fazem parte da composi¢io do produto!”!.

Os medicamentos seguem a normas rigidas para poderem ser utilizados, desde a sua
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pesquisa e desenvolvimento, até a sua producdo e comercializacdo. Os medicamentos podem servir
para as seguintes finalidades!’#: alivio de sintomas; cura de doengas; corre¢do de uma fungio
corporal deficiente (suplementos vitaminicos); prevengdo de doengas; diagnostico; e podem ainda
ajudar na avaliagdo do funcionamento de 6rgaos (contrastes radiologicos).

Os medicamentos sdao produzidos sob diferentes formas farmacéuticas. As formas
farmacéuticas sdo as diferentes formas fisicas, nas quais os medicamentos podem ser apresentados
para possibilitar o seu uso pelo paciente!”. As formas farmacéuticas mais usuais sdo: comprimidos;
capsulas, p6s e granulados; xaropes; solugdes (gotas, nasais, colirios, bochechos e gargarejos e
injetaveis); supositorios, 6vulos e capsulas ginecoldgicas; aerossois; pomadas e suspensdes!”.

As diferentes formas farmacéuticas sdo elaboradas seja para facilitar a administragdo do
farmaco, garantir a precisdo da dose, proteger a substancia durante o percurso pelo organismo,
garantir a presenca no local de agdo, ou ainda para facilitar a ingestdo da substincia atival’®. Em
alguns casos, as formas farmacéuticas servem para facilitar a administracdo de medicamentos por
pacientes de faixas etarias diferentes ou em condig¢des especiais!’!.

Cada forma farmacéutica ¢ indicada de acordo com a via de administracdo que se pretende
empregar. A via de administragdo ¢ a maneira como o medicamento entra em contato com o
organismo, ¢ sua porta de entrada, podendo ser via oral (boca), retal (anus), parenteral (injetavel),
dermatoldgica (pele), nasal (nariz), oftdlmica (olhos), sublingual (embaixo da lingua), dentre
outras!™, Cada via ¢é indicada para uma situacdo especifica, e apresenta vantagens e
desvantagens!’#l. Uma injecdo, por exemplo, ¢ sempre incOmoda e muitas vezes dolorosa, mas, por

outro lado, apresenta efeito imediato!”?!,

2.5.1. Medicamentos injetaveis ou parenterais

Prista e colaboradores!””l definem preparagdes injetaveis como as solugdes, suspensdes e
emulsdes estéreis de substdncias medicamentosas em veiculos aquosos, oleosos ou outros
apropriados para serem administrados por via parentérica. O termo parenteral provém do grego
“para” (ao lado) e “enteros”(tubo digestivo), significando a administracio de medicamentos “ao
lado do tubo digestivo” ou sem utilizar o trato gastrointestinal.

Essa forma de administracdo de farmacos ¢ muito eficiente, pois disponibiliza o principio
ativo diretamente na corrente sanguinea proporcionado uma agdo terapéutica mais rapida e
eficaz!’™. A via parentérica ¢ indicada para administragdo de medicamentos a pacientes
inconscientes, com distarbios gastrointestinais e nos pacientes impossibilitados de engolir. E

indicada ainda quando se espera uma acdo mais rapida da droga e na administracao de
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medicamentos que se tornam ineficientes em contato com o suco digestivol’®l. A administragdo
parenteral de medicamentos faz parte da rotina hospitalar, clinica, ¢ das unidades de satude. Este tipo
de formulacdo tem grande importincia e extrema indispensabilidade vinculada ao pronto
atendimento de urgéncia/emergéncia de usuarios dos servicos destes estabelecimentos de saude. Em
1998, estimou-se que cerca de 40% de todos os medicamentos dispensados nos hospitais eram
injetaveis!”®!, atualmente acredita-se que este indice deva ser ainda maior.

Compreende-se que a producao de injetdveis impoe condigdes rigorosas de controle, cuja
dupla finalidade ¢ a verificagdo da sua perfeita tolerancia para os tecidos e inocuidade total no
organismo!®l. Naturalmente que a primeira propriedade que todas as preparagdes injetaveis devem
apresentar ¢ a de serem estéreis!’’8% Além desta caracteristica, ha, consoante o tipo de injetavel e a
via de administracdo, outras qualidades extremamente importantes. Assim, as preparagdes em
veiculo aquoso (solucdes, dispersdes coloidais, suspensdes e emulsdes de fase aquosa externa)
devem ser isotOnicas, apresentar pH proximo da neutralidade e ser apirogénicas, enquanto que as
que sdo feitas utilizando um veiculo oleoso deverdo ser preparadas com Oleos isentos de
acidez!”>77801,

Para detectar os potenciais problemas, a industria farmacéutica realiza testes sobre a
preparacdo, reconstituicio ou estabilidade dos medicamentos injetaveis, para o controle de
qualidade dos medicamentos, para assegurar uma formulagdo correta e eficaz!’®l. Entre os testes
realizados, encontramos: o de esterilidade (contagem microbioldgica e pesquisa de patdgenos),
doseamento, determinacao da massa média, dureza, determinagao do volume médio, friabilidade,
pH, teste de pirogénios, teste de desintegracdo, teste de dissolugdo, toxicidade aguda, uniformidade
de doses unitarias, umidade, viscosidade e identifica¢do da substincia atival’>"78% O uso destas
informagdes ¢ a chave que assegura a integridade da dosagem das formas farmacéuticas.

Quando se prepara medicamentos injetaveis € de particular importincia a escolha de
recipiente adequado que ird conté-los. Como ¢ sabido, as ampolas ou frascos que se empregam sao
geralmente de vidro, eventualmente substituido por diversos materiais plasticos, como o polietileno
ou o cloreto de polivinilal’’8%1. Os recipientes de vidro utilizados podem ser incolores ou corados.
O vidro corado destina-se a proteger os medicamentos da agdo da luz, sendo indicado quando o
medicamento se altera nessas circunstancias. A coloragdo ¢ conferida aos vidros pela juncdo de
diversos metais (cromo — que confere a cor verde, e o ferro e manganés — que originam cores que
vao do ambar ao amarelo). Nas modernas farmacopéias e formularios indica-se o vidro de cor

ambar, desde que este satisfaca os ensaios de transparéncial’>3%l,
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Qualquer que seja o material utilizado para a confecgdo dos recipientes de
acondicionamento, ndo deve reagir com os liquidos medicamentosos neles contidos. Isto significa
que esses materiais, além de outras qualidades, devem apresentar alta resisténcia aos liquidos
medicamentosos 0 que, na maioria dos casos, traduz-se por uma elevada resisténcia hidrolitica.
Deve-se, ainda, considerar o seu tapamento que, geralmente, ¢ feito por fusdo, quando se trata de

vidro, podendo ainda ser realizado mediante rolhas de borracha, de teflon, de elastomeros,
etel7577.801

2.5.2. Dipirona sodica injetavel

A Dipirona Sddica, também conhecida na Europa pelo nome de Metamizol, ¢ um farmaco
sintético extraido do alcatrdo (anilina), pertencente ao grupo da pirazolona (antipirina, aminopirina,
fenilbutazona, oxfenbutazona)!’l. E classificada como analgésico-antiinflamatério ndo esteroidal,
dotada de efeitos diversos em funcdo da dose empregada. Para doses baixas (menores que 10
mg.kg!) exerce agdo antipirética; para doses medianas (entre 15 a 30 mgkg') exerce agdo
analgésica e para doses altas (maiores que 50 mgkg') exerce as agdes antiinflamatoria e
antiespasmodica 7681831 Sua formula molecular é C13H16N304SNa.H20, sua Massa Molar é 351, 35
g.mol!, e seu nome quimico é [(2,3-dihidro-1,5-dimetil-3-oxo0-2-fenil-1H-pirazol-4-il) metilamino]

metanosulfonato de sddio. A sua formula estrutural esta ilustrada na Figura 3.

CH
HSC\N i ﬁ
S'—- - +
h{ \ N/-_“g O Na
H = \ \CH3
0

Figura 3 — Formula estrutural da dipirona sodica.

O seu mecanismo de agdo ¢ semelhante ao de outros AINE atuando como bloqueadores da
biosintese das prostaglandinas/®l e, consequentemente, evitando a dor € a inflamacdo®37l. As
prostaglandinas sdo hormdnios locais responsaveis por uma série de fungdes patologicas e
fisiologicas, entre elas a transmissdo da dor. Sdo formadas a partir do acido araquiddnico pela agao
da enzima ciclooxigenase; duas formas desta enzima foram descobertas e sdo conhecidas como
COX-1 e COX-288 (Figura 4). Ambas convertem o 4acido araquidonico a prostaglandinas, mas elas

diferem na biodistribui¢do e agdes fisiologicas. A COX-1 ¢ a forma predominante da enzima, ¢
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expressa em todo o corpo e exerce varias funcdes fisiologicas homeostaticas, como a manutengao
da mucosa gastrica, o fluxo sanguineo ¢ a agregacdo de plaquetas. Por outro lado, a COX-2 ¢
expressa como resposta a estimulos inflamatérios, estando envolvida na produgdo de

prostaglandinas que media a dor ¢ a inflamagdo!3%891,

cido araquidinico

COX-1
"Constitutiva” “Indutivel”

Prostaglandinas Prostaglandinas
T :
MUECO5a gastrica

Figura 4 — Mecanismo de agdo dos AINEs®!.

COX-2

Todos os AINE classicos inibem tanto a COX-1 como a COX-2, sem seletividade. Embora
os efeitos analgésico e antiinflamatorio (em fun¢do da inibi¢do da COX-2) sejam atingidos, a
inibi¢do da COX-1 pode gerar problemas gastrointestinais ¢ diminuir a capacidade de coagulacao
do sangue!®-871. Além deste mecanismo de acdo, atribuido basicamente a sua agdo antiinflamatoria,
diversos estudos foram efetuados na tentativa de se atribuir uma explicagdo para a agcdo analgésica
da dipironal®*-%3l. Estes trabalhos evidenciaram ag¢des da dipirona em regides periféricas e centrais,
em diferentes niveis de processamento da informagdo dolorosa, levando a outros possiveis
mecanismos de ac¢do atribuidos ao uso da dipironal®®-*3l, demonstrando que o principal mecanismo
pelo qual a dipirona exerce sua agcdo analgésica permanece ainda ndo totalmente elucidado.

A dipirona foi introduzida no Brasil em 1922, sob o nome de novalgina®. Sua
comercializacdo cresceu mundialmente até a década de 70, quando foram relatados graves casos de
agranulocitose: uma condic¢do clinica de deficiéncia imunoldgica potencialmente fatal (7 a 25%),
que exigia suspensao do tratamento e atendimento médico de urgéncia com potentes antibidticos. A
maioria dos paises do Hemisfério Norte, Suécia (1974), EUA (1977), Australia e Japao
proscreveram a dipirona do receituario a ndo ser no mercado veterinario, por haver disponibilidade
no receituario médico de AINE substitutos menos toxicos para tratamento da dor (paracetamol,

salicilatos, cetorolac, clomifénio, etc.)®. No entanto, o Brasil e diversos outros paises ndo
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suspenderam sua comercializagdo e mantiveram seu uso até os dias atuais. Atualmente, a incidéncia
estimada da agranulocitose € aceitavel, pois oscila entre 0,2 a 2 casos por milhdo de pessoas por dia
de uso. Além disso, ha outras drogas com maior risco de provocar agranulocitose como o
antipsicético clozapina com incidéncia de 8 casos para cada 1000 pacientes apos 6 meses de
tratamento!**] Ela também continua sendo prescrita na Rissia, India e em muitos outros paises
sul-americanos, caribenhos, africanos e asiaticos.

A dipirona (Hoechst & Merck) é um dos principais analgésicos da terapéutica brasileiral®¥.
Em 2006, estimou-se que a mesma ocupava 31,8% do mercado, vindo o paracetamol em segunda
colocagdo com 29,7%, e o acido acetilsalicilico em terceira com 27,1%!°#. Hoje em dia, acredita-se
que sua comercializacdo tenha aumentado em relacdo aos seus concorrentes, uma vez que as
prescrigoes do acido acetilsalicilico sofreram fortes quedas em funcao da alta difusdo e incidéncia
da dengue no pais (nesta situagdo, o uso deste farmaco pode levar a quadros hemorragicos graves)
(1901 ° A comercializa¢do do paracetamol também tem reduzido em fung¢do do aumento do indice de
incidéncia de problemas hepaticos atribuidos ao uso constante deste farmaco!'*!l,

A dipirona ¢ o analgésico de preferéncia em 50% dos usuarios de hospitais publicos em Sao
Paulo!'??l, Esse medicamento ¢ de elevada importincia terapéutica e ¢ altamente consumido na
clinica médico/hospitalar, sendo o medicamento de primeira escolha em periodos pos-operatorio.
Além disso, ¢ um medicamento de baixo custo de comercializacdo e tem ampla e ubiqua
disponibilidade no mercado brasileiro. Por ser hidrossoluvel, pode ser administrada parentalmente
em grandes doses, 0 que constitui vantagem e, provavelmente, contribui para o abuso deste
farmaco, que € o analgésico e antipirético mais vendido no Brasil sob dezenas de nomes comerciais,
principalmente como constituinte de associagdes medicamentosas!!®l. A maior parte das vendas
(em torno de 80%) ocorre sem prescricdo médica, representando um papel importante na
condenavel auto-medicagdo, apesar da ANVISA inclui-la na lista de tarja vermelha (venda sob

prescrigdo médica)!19%:104],

2.5.2.1. Métodos de analise do teor de dipirona sédica em medicamentos
Com relag@o aos métodos descritos na literatura para determinacdo de dipirona sodica, além
da metodologia oficial (método farmacopeico)!®!%l, varias metodologias alternativas encontram-se
disponiveis na literatural'*5-151l, Muitos dos métodos propostos possibilitam ndo apenas a analise de
dipirona sédica em formulagdo injetavel, como também podem ser aplicados em outros tipos de

formulagdes, como comprimidos e/ou gotas.
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2.5.2.1a. Metodologia Oficial

O método oficial de analise do teor de dipirona injetavel é o método cléssico de titulacio
iodométrica, descrito na Farmacopéia Brasileiral®!%l. Esta metodologia ¢ idéntica a metodologia
descrita na farmacopéia britanical>?!,

O método titulométrico preconizado ¢ a iodimetria, tratando-se de um método direto de
titulagdes por uma solucdo padrio de iodo. Devido a dificuldade de solubilizagdo do iodo
ressublimado e da instabilidade da solug¢dao de iodo formada, a solugdo precisa ser frequentemente
padronizada com uma solu¢do padrao de um agente redutor, geralmente faz-se uso do tiossulfato de
sodio (Na2S203) 1331,

O indicador usado na iodimetria ¢ uma suspensao de amido que em presenga de iodo adquire
uma coloragio azul intensa. Na realidade esta cor ¢ devido a adsorc¢do de fons triiodeto (I*") pelas
macromoléculas do amido!153154],

A titulacdo iodométrica da dipirona estd baseada na oxida¢do, em meio acido, do grupo

metanossulfonico a sulfato!'3!, de acordo com a reagio:

RSO3 + I3+ HoO <> RSOs* + 31 +2 H'

Neste método, a reagdo quimica se processa lentamente e a andlise torna-se trabalhosa
porque ha a necessidade de se manter uma temperatura abaixo de 15°C (banho de gelo), e a solugdo

de iodo apresenta um problema de instabilidade por exposic¢ao ao ar livre.

Procedimento Analitico

O procedimento analitico do método descrito na Farmacopéia Brasileiral®!"l para a dipirona
sodica injetavel recomenda:

-Transferéncia de um volume da solugéo injetavel correspondente a 5 g de dipirona sddica
para um balao volumétrico de 200 ml, completando-se o volume com &gua destilada e homogeniza-
se a solucdo. Depois, transfere-se 10 ml da solu¢édo para um erlenmeyer, adiciona-se 50 ml de 4gua
destilada, 5 ml de &cido acético glacial e homogeniza-se. Titula-se com iodo 0,05 mol.L?,
utilizando amido 1% m/v como indicador, sendo este adicionado proximo ao ponto final da
titulacdo. Neste procedimento analitico, cada 1 ml de iodo 0,05 mol.L™* equivale a 17,57 mg de
dipirona.
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2.5.2.1b. Metodologias alternativas descritas na literatura

Em levantamento bibliografico realizado até agosto de 2013 na base de dados do Chemical
Abstracts (versdo on-line) da Web of Science [v.5.6]1%% e do SciFinder43'57l foram encontrados
diversos procedimentos descritos na literatura para determinacao de dipirona.

Dentre os métodos alternativos propostos, tem-se métodos que utilizam a Espectrofotometria

112-117 118-123
1 1, gl 1,

na regido Ultravioletall®"l ¢ na regido Visive técnicas  Eletroquimica
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)!24127 Eletroforese capilar!'?®l, Métodos
Automaticos de Analise por Inje¢do em Fluxo (FIA)!12%- 84 -1991 Técnicas de Analise por Imagem
digital!’>®l ¢ mais recentemente Espectrometria no Infravermelho Proximo (NIR)!S1,

Dentre os trabalhos, Erk e Onurl'" propuseram dois métodos para a determinagio
simultdnea de dipirona e cloridrato de lidocaina em solugdes injetaveis, utilizando
espectrofotometria UV e métodos derivativos. No primeiro método o valor de dA/dA para a dipirona
foi medido em 291,8 nm e um coeficiente de variagdo de 0,23% foi encontrado. No segundo
método os farmacos foram extraidos com cloroféormio na presenga de nitrato de cobalto e tiocianato
de potassio, ¢ a dosagem de dipirona foi realizada pela aplicagdo da primeira derivada do espectro
da camada de cloroférmio com valor de dA/dA em 290,0 nm. O coeficiente de variacdo encontrado
para a dipirona foi de 1,20 %.

Pezza et al.l''?l desenvolveram um método baseado na oxidagdo seletiva da dipirona na
presenga de acido sulftrico, promovendo a formagdo de formaldeido, que reage com o acido
cromotrépico produzindo um composto violeta, monitorado espectrofotometricamente em 575 nm.
Neste trabalho, esta reacdo foi utilizada como “spot test” (ensaio de cor) para a determinagdo
qualitativa de dipirona, mostrando-se bastante seletivo. Sakiara et al.l''3! utilizaram a mesma reagdo
para o desenvolvimento de um procedimento para determinagdo quantitativa de dipirona. A lei de
Beer foi obedecida no intervalo de concentragdo de 0,57 a 5,7 mg.L™! (1,6 x 10%a 1,6 x 10”° mol.L-
1) de dipirona, a qual foi monitorada em 575 nm. O procedimento apresentou precisdo e seletividade
na determinacdo de dipirona em medicamentos, com excelente coeficiente de correlagdo linear de (r
= 0.9997). Neste método ndo foi observada a interferéncia pelos excipientes comuns nas
formulacdes farmacéuticas. E as recuperagdes se apresentaram dentro de 98,7-101,2%, com
desvios padrdo variando de 0,2 a 1,7%. Porém, para que haja a formagdo do composto violeta, sao
necessarias condigdes muito dréasticas como uso de acido sulftrico 11,2 mol.L! e aquecimento a
100 °C durante 25 minutos.

Vassileva-Alexandrova e Shishmanov!!'¥l propuseram a determinagio espectrofotométrica

de dipirona baseando-se na reacdo de complexacdo do firmaco com o reagente cloreto de
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neotetrazolio em meio alcalino (pH 11-12), sendo termostatizado por 20 minutos a 70°C, e
solubilizado com a mistura de etanol-HCl. O complexo amarelo formado apresentou absorgao
maxima em 400 nm. O método apresentou boa sensibilidade, possibilitando a determinagdo
quantitativa de dipirona em medicamentos no intervalo de 4,0 a 20 pg.

Qureshi et al."® propuseram o uso de uma reacdo colorimétrica indireta para a
determinagdo espectrofotométrica de dipirona. O método é simples e reprodutivel, apresentando um
desvio padrao relativo de 0,2%. Nesse método, a dipirona foi determinada por meio da sua reacao
com o iodato de potassio em HCI 1,0 mol.L"!. A mistura reacional precisa ficar em repouso por 5
minutos para que se forme o complexo de cor vermelho-amarelado, com a absorbancia monitorada
em 460 nm. A lei de Beer ¢ obedecida no intervalo de 1 a 10 mg do farmaco.

Posteriormente outro trabalho da mesma equipe foi publicado (Qureshi et al.l'') propondo a
determinagdo espectrofotométrica indireta de dipirona baseados na reducao de ferro (III) a ferro (II)
por agdo da dipirona. A quantificagio do ion Fe?" produzido é efetuada através da reagdo de
complexagdo com 1,10-fenantrolina. A concentragdo de dipirona é diretamente proporcional as de
ions Fe** formados. A lei de Beer é obedecida no intervalo de concentracdo de dipirona de 1,0 a 7,0
pg.mL!. Apesar de sensivel, o0 método apresenta uma série de inconvenientes. S3o necessarios 30
minutos de espera para que a reagdo se processe completamente, o complexo Fe?’—I1,10-
fenantrolina é sensivel a luz, sendo recomendado adicionar acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), para mascarar o excesso de ions férricos presentes no meio reacional apos o
desenvolvimento da cor e prevenir a foto redu¢ao do complexo formado.

Eddine et al.""l propuseram o uso da CLAE para a separacdo e quantificagio de dipirona e
de trés produtos de degradacao, utilizando uma coluna de fase reversa, os reagentes metanol-agua-
trietilamina na propor¢do de 50:50:0,025 (v/v/v) e detecg¢do ultravioleta. As absorbancias foram
monitoradas em 228 nm no caso da dipirona e em 244 ¢ 254 para os demais metabolitos. O método
foi aplicado na andlise de comprimidos e injegdes, apresentando linearidade nas faixas de
concentracio de 1,5 a 6,0 ug.mL"'. O método mostrou-se bastante sensivel, com limite de detec¢io
de 3 a 5 ng, com tempo de elui¢do de 12 min.

Pereira et al.'"”! propuseram a determinagdo espectrofotométrica de dipirona em
formulacdes farmacéuticas por injecdo de fluxo com geragao de triiodeto. O sistema baseia-se na
reacdo entre a dipirona e triiodeto gerado, no sistema de mistura, por iodato e iodeto na presenca de
amido. A absorbancia do complexo triiodeto-amido foi monitorizada a 580 nm. Os picos inversos

causados por amostras de dipirona foram medidos apresentando uma relagdo direta entre
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absorbancia e a concentragdio, sendo esta analizada na faixa de 1,4 x 10* a 7,0 x 10 mol.L"!. O
desvio padrio relativo (RSD) encontrado foi 0,45% e o limite de detecgdo foi de 6,0 x 10~ mol.L™".

Marcolino et al.'*1, propuseram a determinagio de dipirona em formula¢des farmacéuticas
empregando procedimento FIA com detecgdo turbidimétrica usando uma reagdo em fase solida. O
procedimento baseia-se na inser¢do de um reator em fase sélida contendo AgCl imobilizado e por
acdo da dipirona, os ions Ag" sio reduzidos a prata metélica a qual é detectada turbidimetricamente
em 425 nm. A faixa de concentragiio de trabalho para dipirona foi de 5,0x 10% —2,5 x 10~ mol.L™!,
com LD de 1,3x 10 mol.L"! e freqiiéncia analitica de 45 amostras por hora. As recuperagdes de
dipirona obtidas na analise de formulacdes farmacéuticas variaram de 96 a 102%. Neste método, a
presenca de altas concentragdes de bissulfito de sodio interfere nas analises.

Lyra et al. "% propuseram um método indireto para determinacdo de diclofenaco de sodio,
dipirona sédica e gluconato de calcio em medicamentos injetadveis usando o método
espectrofotométrico por emissdo em chama com detec¢ao por imagem digital (método DIB-FES). O
método proposto utiliza imagens digitais obtidas a partir de uma webcam, com base no sistema
RGB (Red, Green, Blue - Vermelho-verde-azul). Nesta metodologia as substancias organicas foram
quantificadas utilizando a radiagao emitida pelos metais alcalinos e alcalinos-terrosos presentes em
suas formulas e as curvas analiticas foram construidas com base na relagdo entre valores RGB ¢ as
concentragoes das solug¢des de calibracao. Os resultados ndo mostraram diferencga estatistica entre a
proposta e o método de referéncia ao aplicar o teste t pareado com nivel de confianca de 95%. O
método DIB-FES apresentou um bom desempenho analitico, com LOD de 0,9 mg.L™!, LOQ de 3,0
mg.L"!, linearidade na faixa de calibragdo de 27,5 a 137,5 mg.L! (1.8 a 9.0 mg.L"! em termos de
s6dio), e com recuperagao variando entre 97 a 103% para a dipirona sodica injetavel.

Dentre os métodos apresentados até entdo, encontramos métodos com certa simplicidade de
execucdo, outros com custo relativamente reduzido e outros bastante sensiveis. Entretanto, a
maioria dos procedimentos envolvem etapas analiticas multiplas e arduas, com elevado custo de
operacdo e manutenc¢do, € requerem profissionais com boa capacitacio para o seu desenvolvimento.
Além disso, tanto o método de referéncia como qualquer outro método exigiam a violagdo da
embalagem dos medicamentos injetaveis e o consumo deste durante a analise.

Ja em 2012, uma metodologia para determinagdo de dipirona em formulagdes injetaveis sem
violagdo da ampola usando espectrometria no infravermelho proximo (Near Infrared, NIR) foi
proposta por Sanches et al.l'S!l. Para este fim, métodos de calibragdo multivariadal® foram
utilizados [a saber: Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares Regression, PLS) e

Regressdo Linear Multipla (Multiple Linear Regression, MLR) com sele¢do de variaveis realizada
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pelo Algoritmo das Projecdes Sucessivas (Successive Projections Algorithm,SPA)]. Nenhum erro
sistematico foi observado e ndo foram encontradas diferengas significativas entre os valores
preditos e os de referéncia, de acordo com um teste t emparelhado ao nivel de confianca de
95%!151. Os valores de RMSEP obtidos foram de 0,39% m/v para o modelo PLS e 0,35% m/v para
o modelo MLR-SPA, ¢ os coeficientes de correlagdo obtidos foram de 0,9970 (PLS) e 0,9975
(MLR-SPA). Este método analitico desenvolvido, permite a realizagdo de analises das amostras
diretamente em suas embalagens (ampolas ou frascos), evitando a destruicdo das amostras e
diminuindo drasticamente a sua manipulagdo pelos analistas!'3!l. Esta metodologia pode ser inserida
na linha de producdo industrial, para um controle de qualidade relativamente rapido, simples,

pratico e muito mais efetivo dos medicamentos produzidos.

2.5.3. Estabilidade de medicamentos injetaveis

Estabilidade ¢ a capacidade da forma farmacéutica se manter, dentro dos limites
especificados e ao longo de todo o seu periodo de armazenamento e utilizacdo, as mesmas
propriedades e caracteristicas que possuia no momento de seu fabricol'8l.

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como temperatura,
umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e quimicas de
substincias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicao, processo de
fabrica¢do, tipo e propriedades dos materiais de embalagem!"™®!. Qualquer produto que apresente
uma alteragdo (mudanga de cor, precipitagdo, turvagdo) ndo deve ser comercializado nem
consumido!”3!,

A farmacopéia americanal’l estabelece definigdes para cinco tipos gerais de estabilidade:

1. Estabilidade Quimica: a estabilidade quimica ¢ a capacidade da forma farmacéutica em manter
a identidade molecular do farmaco. Cada ingrediente ativo mantém sua integridade quimica e
poténcia rotulada, dentro dos limites especificados. A estabilidade quimica dos excipientes
também deve ser assegurada. A estabilidade quimica depende da: umidade, temperatura, luz e
pH; e os principais mecanismos de degradag¢@o quimica sdo:

» Hidrolise - Ocorre quebra da molécula de farmaco pela acdo da adgua — a agua ¢ um
reagente;

» Oxidagao - Reagdo que ocorre na presenga de oxigénio, com o ganho de oxigénio ou perda
de hidrogénio. E iniciada tanto pela luz como pela presenga de metais. Caracteriza-se por

uma série de reacdes em cadeia mediadas por radicais livres;
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» Fotodlise - A luz UV afeta as ligacdes quimicas fornecendo energia para a separagdo dos
elétrons compartilhados entre os dois atomos dessa ligagdao. Pode resultar em: formacao de
radicais livres no processo de oxidacao; lise da molécula formando dois radicais; a molécula
pode sofrer isomerizagao;

» Racemizacgao - E a conversdo de um isdbmero em outro, resultando em mistura de ambos,
geralmente, acompanhada de perda de atividade. Ocorre com compostos que possuem C
assimétricos. Seus isdmeros sdo denominados de enantiomeros.

2. Estabilidade Fisica: a estabilidade fisica significa que o medicamento ndo sofreu alteracdes,
durante seu armazenamento, que impliquem em mudanca das caracteristicas fisicas: Aspecto,
cor, odor, sabor, aparecimento de cristais em solugdes, dureza ou friabilidade, separagdo de
fases, etc.

3. Estabilidade Terapéutica: quando o efeito terapéutico permanece inalterado.

4. Estabilidade Toxicolégica: quando ndo ocorre aumento significativo na toxicidade do
medicamento.

5. Estabilidade Microbioldgica: a esterilidade ou resisténcia ao crescimento bacteriano ¢ mantida
de acordo com os requisitos especificados. Os agentes antimicrobianos que estdo presentes
mantém a sua eficacia dentro dos limites especificados. A estabilidade microbiologica: A
contaminagdo microbiana acarreta em perda de estabilidade quimica e fisica (odor, cor e cheiro
desagradavel). Os agentes sdo: algas, bactérias e fungos. As formas particularmente susceptiveis
sdo as preparagoes liquidas e semi-solidas.

A decomposi¢do dos farmacos, puros ou nos medicamentos, obriga aos fabricantes estipular
a sua data ou prazo de validade. Esse prazo de validade ¢ o tempo que os medicamentos podem ser
armazenados, durante o qual a qualidade definida permanece aceitavel, sob abrigo esperado (ou
especificados) para as condi¢des de distribui¢do, armazenamento e exibigaol”3.

No caso de uso de um medicamento que tiver sofrido degradacdo, a concentracdo do
farmaco geralmente apresenta-se bem abaixo do valor especificado, sua eficdcia terapéutica torna-se
comprometida, ¢ logicamente o efeito desejado ndo serd atingido. Além disso, durante o processo
de degradacdo pode ocorrer a formacao de subprodutos altamente toxicos, nocivos a saude do
usudario, podendo leva-lo a morte imediatamente ap6s a administragdo. Como a medicagdo injetavel
¢ disponibilizada diretamente na corrente sanguinea do paciente, uma vez administrada ¢

praticamente impossivel retira-la, deste modo os riscos a saude sdo fortemente potencializados!®!.
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As formas farmacéuticas liquidas possuem maior susceptibilidade de serem degradadas
devido a alta colisdo entre as particulas, possuindo entdo, menor estabilidade fisica e quimica
quando comparada as demais formulagdes orais. (GIL, 2010).

Um medicamento dipirona sddica ¢ bastante conhecido por sua instabilidade a luz. Varios
fatores extrinsecos como o calor, 0 meio aquoso, € a exposi¢ao a luz corroboram com a aceleracao
do processo de degradagdo do farmaco!'3%16% formulas farmacéuticas solidas a dipirona sodica pode
ser oxidada a 4-formilaminoantipirina, € em solugdes 4acida ¢ transformada em 4-
formilmetilaminoantipirina. J& em solu¢des neutras, como ¢ o caso das solugdes injetaveis, a
dipirona alcanga o equilibrio com hidroximetanossulfonato de sodio e 4-metilaminoantipirina, que
pode ser oxidado ou hidrolisado levando ao &4cido metilrubazénico. Em casos de estocagem
prolongada, pode ocorrer a formagao de 4-hidroxiantipirina como composto de degradagao, sendo
esta também observada na degradacao de solucdes. (DIOGO, 2003).

Segundo a OMS, os produtos farmacéuticos devem ser produzidos e controlados de acordo
com os padroes de qualidade estabelecidos para seu uso. (OMS, 2010). A qualidade dos
medicamentos ¢ um atributo de carater ndo apenas comercial, mas também legal e moral, e deve ser
preservada pelos setores produtores. E muito embora a maioria das industrias farmacéuticas operem
com padrdes de qualidade estabelecidos internacionalmente, muitos dos medicamentos produzidos
ainda chegam ao mercado consumidor fora desses padrdes!!l. De acordo com a RDC n° 17 de 16 de
abril de 2010, que dispdes sobre as boas praticas de fabricacdo de medicamentos, o controle de
qualidade deve garantir que o armazenamento dos medicamentos pelo fabricante, a distribui¢ao e o
manuseio subsequente assegurem que a qualidade do produto serd mantida por todo o prazo de
validade. (BRASIL, 2010). Entretanto, Knappmann e¢ Melo (2011) relatam que entre os anos de
2000 a 2006, 18 lotes de dipirona foram recolhidos por estarem em desacordo com as
especificagdes contidas em sua monografia na Farmacopéia Brasileira, sendo objeto de interdigao
apos inspecdes realizadas pela Anvisa. Desta forma, o controle de qualidade destes produtos deveria
ser realizado com maior cautela e maior freqiiéncia. Esse controle pode ser otimizado quando feito
de forma dedicada, com instrumentacao adequada desenvolvida para esta finalidade.

Quando um produto estd fora das condigdes preconizadas, seu comercio torna-se
inviabilizado, e o prejuizo afeta tanto o produtor como o usuario final. A criagdo de instrumentos
que auxiliem o controle de qualidade dos medicamentos injetaveis ndo se encaixa como uma mera
pesquisa, e sim uma necessidade real e atual.

O método de analise adotado para a instrumentagdao também ¢ algo muito relevante, uma vez

que dependendo da técnica de andlise adota para o instrumento, este pode gerar informagdes
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demasiadas para serem armazenadas em microcontroladores, fazendo-se uso de memoria adicional,
ou do uso de microcomputadores para armazenar os dados gerados. Uma alternativa muito eficiente
para se baixar o consumo de espago de memoria ¢ a utilizagdo de métodos screening de analises,
que exigem um tratamento de dados menos rebuscado, gerando dados de saida muito mais
simplificados, necessitando de softwares menos complexos do que aqueles necessarios para

métodos quantitativos de calibragdo multivariada.

2.6. Analises do Tipo screening

Hé4 muitos casos em que a quantidade de informa¢do dada por uma andlise excede as
necessidades do analista ou do cliente, e isso enfatiza a importancia do desenvolvimento de simples
dispositivos para screening de amostras!'!l. Nao ha diferenga etimologica entre os termos
“analisar” e “screening”, exceto pela subseqiiente agdo discriminatoria que a screening envolvel!62],

O termo “screening” foi definido de duas formas a partir do ponto de vista da analise:

a) um termo que envolve métodos que indicam se os analitos vao se apresentar acima ou abaixo
de um limite; e,

b) a aquisicao rapida de dados semi-quantitativos sobre todos componentes de uma determinada
amostra.

Sistemas screening diminuem a intera¢do do analista em uma ou mais etapas de um processo
analitico auxiliando nas decisdes (sim ou ndo, presente ou ausente, positivo ou negativo, continue
ou pare, etc.)!'®l. E uma modalidade que tem ganho grande destaque na quimica analitica por poder
ser incluida dentro do contexto de analise prévia de amostras [161:164],

Em geral, os métodos screening tém algumas das seguintes caracteristicas:

e Tendem a ter mais énfase no qualitativo do que no quantitativo;

e Normalmente envolvem pouco ou nenhum tratamento da amostra;

e Eles sdo rapidos e a resposta ¢ usada para tomada de decisdes imediatas; e,

¢ A resposta obtida por vezes requer confirmacao por um método convencional alternativo.

Os principais objetivos do exame da amostra por sistemas screening estdo resumidos a

seguirl161l;
l)Para evitar a necessidade de processar um grande niimero de amostras, para tornar decisoes
oportunas, ou para obter medidas globais de substincias toxicas ou poluentes;
2)Para minimizar as operagdes preliminares no processo de uma andlise convencional, que

geralmente sao tediosos, demorados, e sdo fontes de erros sistematicos; e,
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3)Para minimizar a necessidade de instrumentos de uso permanente de elevados custos de compra

€ manutencao.

De maneira geral, uma classificagdo em um sistema screening ¢ feita de acordo com
diferentes critérios!193!:

a) Com ou sem tratamento de amostra;

b) Analise laboratorial de sistemas in situ - analise de campo de modo a facilitar a decisdo a tomar
de forma répida e evitar a transferéncia de amostras de elevado potencial de deterioracao, e
para isso, 0s sensores sao muito promissores;

¢) Resposta global ou discriminatorias;

d) A complexidade da instrumentagdo empregada - ha varios relatados de sistemas screening na
analise sem utilizacao de cromatografia;

e) A disponibilidade do kit comercial - aliquota de uma amostra ¢ misturada com o reagente
fornecido para o efeito da resposta analitica; estes kits sdo muito comuns em ensaios clinicos e
toxicologicas, e,

f) Area de alimentos, ambiental ou clinica.

A informagdo quantitativa necessaria para estabelecer um método screening inclui: o limite
de determinacdo (LD) da técnica utilizada e suas incertezas, o limite imposto pelo cliente ou pela
legislagdo, e do nivel de corte estabelecido pelo analista. Porém, na anélise quantitativa, as respostas
instrumentais a partir de um processo de medicdo envolvem erros aleatdrios. Esses erros introduzem
incertezas na resposta binaria e na decisdo a ser tomadal'®l, Por isso a confianga criada para o
sistema screening deve levar em conta os erros provenientes de um sistema binario de resposta:
falsos negativos e / ou falsos positivos.

M¢étodos como: tabelas de contingéncia, teorema de Bayes, uso de intervalos estatisticos e
curvas de performance, sdo exemplos de métodos confidveis do calculo da probabilidade dos erros
de decisdo nas analise screening. Todos estes métodos tém por objetivo determinar as regides de
incerteza em torno dos limites de especificagdo para, a partir dai, serem tomadas decisdes para
analises subseqiientes. Tabelas de Contingéncia foram utilizadas!'’l no campo de ensaios
imunolodgicos, ensaios microbioldgicos e clinicos. Ellison et al.l'%8! apresentou o teorema de Bayes
como uma estrutura para expressar a incerteza em andlise qualitativa. Em contraste,
EURACHEM!8%1701 propds um processo para a avaliagdo das probabilidades de erros dos tipos I e
"7 com base na analise de replicacdo de amostras em diferentes concentragdes. Além desses

métodos, outros relatorios introduziram o conceito de teste de hipdteses para avaliar essa
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incertezal'’*174l mas estes procedimentos ndo foram desenvolvidos para um nivel pratico no campo
da quimica analitica.

Outra forma de quantificacdo da incerteza da resposta proporcionada por um sistema
screening instrumental, porém para analise qualitativa, € pelo uso de curvas de performance!l75-177 1,
Embora os pardmetros de medidas parecam semelhantes aos utilizados nos intervalos estatisticos,
uma vez que se calcula as regides de incerteza em torno dos limites de especificagdo usando
probabilidades, as curvas de performance sao graficos estatisticos.

Curvas de performance sdo graficos de probabilidade versus um pardmetro de interesse (por
exemplo: concentragdo) utilizados para se determinar regides de ndo confiabilidade dos resultados
analiticos qualitativos!'”5]. Nestes graficos é representada a probabilidade de se obter um resultado
positivo, P(x), em fun¢do da concentragdo x. Um limite de corte C deve ser pré-estabelecido para
que uma resposta bindria (Positivo ou Negativo) seja produzida, ou seja, para se determinar se a
concentragdo se encontra acima ou abaixo deste limite!!’61771 O limite de corte deve ser escolhido

com base nos limites de especificagdo para o produto analisado e no limite de detec¢ao do método

utilizado (Figura 5).
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Figura 5. Curvas de probabilidade de respostas positivas P(x) versus concentragdo x de uma screening real!!7¢l,

Se a0 ¢ a taxa de falso-positivo e al ¢ a taxa de falso-negativo, o intervalo [Co, Ci], tal que
P(Co) = a0 e P(C1) = ou forma a regido de ndo confiabilidade que corresponde a taxa de resposta
falsa. Assim, ¢ possivel estabelecer as regides de confiabilidade e de ndo confiabilidade das

concentragdes obtidas no método screening, como ¢ mostrado na Figura 6.
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Figura 6. Regides de confiabilidade e de ndo confiabilidade de um sistema screening77l,

Com base na Figura 6, as regides de confiabilidade e de ndo confiabilidade sdo definidas da
seguinte forma:
e x < Co: regido de confiabilidade para respostas negativas;
o (Co <x < Ci: regido de ndo confiabilidade dos resultados;
e x> Ci: regido de confiabilidade para resultados positivos.
Como os valores para P(x) = 0% e P(x) = 100% representam linhas assintdticas com respeito
a curva experimental, 00 e al (geralmente iguais em valores absolutos) sdo, respectivamente, a
porcentagem de falsos positivos e falsos negativos escolhidos (por exemplo, 5% por analogia ao
nivel de significancia geralmente adotada em estatistica Gaussiana). Eles podem ser representados
por o (para 00 = al) e, conseqiientemente, o representa o erro experimental aceito!!76:1771,
Teoricamente, os principios descritos acima constituem a base para desenvolver um
procedimento simples para estimar a regido de ndo confiabilidade de métodos screening. Entretanto,
a curva de probabilidade versus concentracdo tem que ser definida matematicamente para um
método teste particular. Assim, com a finalidade de se fazer um estudo qualitativo, verifica-se,
portanto, que ha a possibilidade de se aplicar o método screening para classificar os medicamentos
injetdveis como conformes ou nao conformes. Portanto, para se verificar a qualidade de
medicamentos injetaveis seguindo a filosofia do sistema screening, é suficiente determinar as
regides de incerteza em torno dos sinais analiticos esperados para os teores do principio ativo (no
caso, dipirona sodica) nos limites preconizados pela farmacopéial®!’l, e aceitos pela ANVISA.
Obviamente, além da calibragdao da faixa de conformidade, a determinagdo das regides de
incerteza deve ser calculada ao redor da faixa aceita para as regioes de falsos positivos e falsos
negativos (Figura 7). Este estudo, obviamente, ¢ dependente dos sinais analiticos referente as

diferentes concentracdes e da sensibilidade analitica do detector para os componentes analisados.
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Figura 7: Relagdo entre a zona de especificagdo ¢ a zona de conformidade. Onde LIE representa o limite inferior ¢ LSE
o limite superior de calibracdo e U a regido de incerteza de medigdo (que inclui os falsos positivos e os falsos

negativos).

A Figura 7 mostra a relagdo entre a zona de especificacdo e a zona de conformidade. Se o
"verdadeiro valor" do mensurando estd dentro da zona de especificacao, temos que a especificacao ¢
satisfeita, caso contrario, o0 mensurando esta fora de especificacdo. No entanto, nunca podemos
conhecer o "verdadeiro valor" do mensurando (em fun¢ao da incerteza associada a medida) mas
podemos ter um bom indicativo. Assim, a fim de indicar se o mensurando estd ou ndo fora da
especificagdo, temos que conhecer a incerteza no processo de medigdo. Isso ¢ mostrado na parte
inferior da linha horizontal na figura. Se o mensurando estd na zona de conformidade, temos
confianca de que o verdadeiro valor esta dentro da especificagdo. Da mesma forma, se o
mensurando esta na zona de ndo conformidade, temos confianca de que o verdadeiro valor est4 fora
de especificagdo. Para a regido de incerteza, mostrado entre conformidade e ndo conformidade, nao
temos confianca suficiente para determinar se produto estd conforme ou nao.

Neste caso em particular, como ilustrados na Figura 7, a faixa se encontra dentro de duas

regides de incerteza a serem investigadas, uma envolvendo o limite inferior especificado (LIE) e

outra envolvendo limite superior especificado (LSE) para calibragdo. Ou seja, apresenta dois pontos

de corte (C e D), conforme ilustrado na Figura$8.
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Figura 8. Regides de confiabilidade e de ndo confiabilidade de um sistema screening, com dois pontos de corte
representados por C e D.

Agora, com base na Figura 8, as regides de confiabilidade e de ndo confiabilidade serdo
definidas da seguinte forma:

o x < Co: regido de confiabilidade para respostas positivas (ou seja, de adulteragdo ou de ndo
conformidade);

o (Co <x < Ci: regido de ndo confiabilidade dos resultados;

e x > Ci: regido de confiabilidade para resultados negativos (ou seja, de ndo adulteracdo ou de
conformidade);

e x < Do: regido de confiabilidade para respostas negativas (ou seja, de ndo adulteracdo ou de
conformidade);

e Do <x <Du: regido de ndo confiabilidade dos resultados;

e x> Di: regido de confiabilidade para resultados positivos (ou seja, de adulteragdo ou de ndo
conformidade).

Posteriormente torna-se necessario encontrar os valores de o correspondentes as
porcentagens de falsos positivos e falsos negativos, com base no nivel de significancia escolhido
(95%), conforme descrito anteriormente.

Os métodos screening oferecem a possibilidade de reduzir-se a complexidade dos
procedimentos analiticos aplicados, entretanto, embora seja o procedimento mais simples e mais
rapido, ¢ também o menos sensivel para se afirmar, com mais rigor ¢ confiabilidade, sobre a
conformidade do medicamento. Entdo, nos caso em que esse rigor ¢ exigido, a op¢do recai sobre o
processo mais complexo, porém mais sensivel, ou seja, sobre uma analise quantitativa usando uma
curva analitica para calibracao do instrumento.

Pelo exposto até aqui, entende-se que, para a determinagdo do analito de interesse ¢
interessante reduzir-se a complexidade dos procedimentos analiticos aplicados. Assim, o

instrumento desenvolvido deve determinar inicialmente o nivel de concentracdo do analito pelo
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procedimento mais simples e mais rapido, mas também menos sensivel, ou seja, baseado na analise
screening para designar a conformidade. E, somente para os casos em que a concentragdo da
amostra apresentar nao conformidade, ou for altamente suspeita, ou estiver fora do prazo de
validade, a op¢do recairia sobre o processo mais complexo e mais sensivel, ou seja, para uma

analise quantitativa usando uma curva analitica.

2.7. Parametros de Validacédo de uma Curva Analitica

Para a andlise quantitativa das amostras de dipirona sodica injetavel foi elaborada uma curva
analitica. Esse método consiste em se medir sinais instrumentais de solugdes de referéncia
(conhecido também como solu¢des padrdo) de um analito e construir uma curva dos sinais
analiticos versus concentra¢cdo do analito das solugdes de referéncia. Esta curva ¢ depois usada para
determinar a concentracdo do analito nas amostras usando a equagdo estimada empregando uma
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. A constru¢do da curva analitica requer a
preparagao de 4, 5, ou mais solucdes de referéncia. Entretanto deve-se lembrar que nao basta apenas
“calibrar” o instrumento, uma vez que o desenvolvimento de um método analitico envolve um
processo de avaliacdo que estime sua eficiéncia na rotina do laboratério. Esse processo costuma ser
denominado de validagdo. Varias defini¢des estdo descritas na literatura para validacdo, tratando-se,
portanto, de termo nio-especificoll”8],

Determinado método ¢ considerado validado se suas caracteristicas estiverem de acordo com
os pré-requisitos estabelecidos. Portanto, existe diferenca entre a execucdo de experimentos que
determinam os diversos parametros (coleta dos dados experimentais) ¢ a validagdo. Essa deve
avaliar a relacdo entre os resultados experimentais e as questdes que o método se propde a
responder. O objetivo da valida¢do consiste em demonstrar que o método analitico ¢ adequado para
o seu propositol'”l. A validagdo deve ser considerada quando se desenvolve ou efetua adaptagdes
em metodologias ja validadas, inclusdo de novas técnicas ou uso de diferentes equipamentos.

A validacdo ¢ essencial para definir se métodos desenvolvidos estdo completamente
adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter resultados confiaveis que possam ser
satisfatoriamente interpretados. Desta forma, possibilita o conhecimento das limitagdes e da
confiabilidade nas medidas realizadas nas analises.

Deve-se ressaltar que o método pode ser considerado validado, mesmo que alguns
parametros ndo se enquadrem nos limites estabelecidos na literatura, mas que sejam criteriosamente
conhecidos e, portanto, adequados aos objetivos do estudo a ser realizado. Os parametros de

validagdo de métodos analiticos envolvem: Especificidade/Seletividade, Fun¢do da Resposta
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(grafico analitico), Intervalo de Trabalho, Linearidade, Sensibilidade, Exatiddo, Precisdo
(repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutividade), Limite de Detec¢do (LD), Limite de

Quantificacao (LQ) e Robustez.

2.7a. Especificidade/Seletividade

O termo especificidade, muitas vezes utilizado como sinonimo de seletividade, define a
capacidade do método em detectar o analito de interesse na presenga de outros componentes da
matriz. Ja a seletividade refere-se a capacidade de detec¢do de substincias!'™®l. O processo para
demonstrar a especificidade do método depende do seu objetivo. Em diversas técnicas analiticas
esse parametro pode ser estabelecido pela comparagdo do resultado obtido com a combinagdo de
varios fatores. Como substancias diferentes podem apresentar respostas similares em dadas
condi¢des deve-se proceder a analise, seguida por outras técnicas comprobatorias. Outra maneira de
avaliar a especificidade envolve a adi¢do de padrdo analitico ou a comparacdo com padrao

externo!!811,

2.7b. Funcdo da resposta (grafico analitico)

O grafico analitico deve apresentar os dados estatisticos de intersec¢do, a equacdo da
regressao linear, o coeficiente de correlagdo ou de determinag¢do e a concentracdo estimada dos
calibradores (solu¢des-padrao). Assim, torna-se necessario o uso de niumero suficiente de solu¢des-
padrao para definir adequadamente a relagdo entre a concentragdo e a resposta. O grafico analitico
pode ser construido usando-se, no minimo, cinco valores de concentragdo enquadrados no intervalo
definido!181-1831,

A suposi¢do classica do grafico de calibragdo é que a resposta instrumental y esta

linearmente relacionada com a concentragao do padrao y, tal como:

y=F(x) +ey (7)
Na qual: ey ¢ o erro randoémico ou indeterminado (distribui¢do normal); y € o sinal analitico (ou

resposta instrumental).

Geralmente, o erro randomico ¢ desprezado na relagdo, ficando y = F(x):

F(x) =B + Sx (8)
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Na qual: B ¢ a média das medidas do branco (ou linha de base), S ¢ a sensibilidade do método e x é
a concentracdo do analito na amostra.
Julga-se satisfatoria a linearidade do grafico quando o coeficiente de correlacdo da reta

obtida ndo ¢ estatisticamente diferente da unidade!'®*l. No caso, considera-se:

R=1 Correlagao perfeita
0,91 <R <0,99 Correlacao fortissima
0,61 <R <091 Correlacao forte

0,31 <R <0,60 Correlagdo média
0,01 <R <0,30 Correlacao fraca

R = zero Correlacao nula

Embora sempre se busque obter relagdo linear entre a propriedade a ser medida e a

concentra¢do ou quantidade do analito pode-se também admitir a relagdo ndo-linear!!85],

2.7c. Intervalo de trabalho

O intervalo do método analitico corresponde a faixa do maior ao menor nivel que possa ser
determinado com precisdo e exatiddo, usando a linearidade do método!'8!-1831  Geralmente, os
analistas seguem o caminho inverso. Primeiro, selecionam o intervalo de trabalho (baseado no nivel
de concentragao do analito que desejam estudar) e depois determinam se a relagdo sinal versus

concentracao ¢ linear.

2.7d. Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente
proporcionais a concentracdo do analito, enquadrados em faixa analitica especificada. Esse
pardmetro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlagdo do grafico analiticol'82-1841 que ndo
deve ser estatisticamente diferente de 1 (avaliado pelo teste “t” de Student), observando-se que a
inclinacao da reta seja diferente de zero. Assim, € necessario obter coeficiente de correlagdo
estatisticamente igual a um e coeficiente angular diferente de zero.

A linearidade pode ser avaliada por meio da andlise de varidncia ponderada (ANOVA
ponderada). Considera-se que o grafico analitico satisfaz o critério de linearidade quando quatro
graficos mostrarem resultado positivo para esse teste ou quando trés forem lineares!!8% ¢ aquele que

ndo satisfizer as condi¢des no nivel de significancia de 0,05 as satisfaga no nivel de 0,01 (Fa
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0,05<Fobtido<Fa 0,01). Outra forma de avaliar a linearidade ¢ por meio da relagdo entre a
concentragdo recuperada e a de fortificagdo, que deve ser linear!'¥l. Assim, estima-se a capacidade

do método em desviar-se linearmente da recuperagdo ideal (100%)!1851,

2.7e. Sensibilidade
A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de
confiancga, duas concentragdes proximas!!®3l. Sob o ponto de vista pratico, a sensibilidade constitui o

coeficiente angular do grafico analitico!'®8! expresso como:

dy

ax ©)

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenga na concentragdo do analito causa grande
variagdo no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a capacidade do procedimento
analitico gerar variagdo no valor da propriedade monitorada ou medida, causada por pequeno
incremento na concentracdo ou quantidade do analito. Entretanto, tornou-se comum o uso erréneo

desse termo para designar método com baixo limite de detecgdo (LD)!831,

2.7f. Exatidao

A exatiddo ¢ definida como a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o
estimado pelo processo analiticol"™2-1841 constitui a chave para o proposito da validagdo. Os quatro
métodos principais, propostos para o estudo da exatiddo, sdo baseados: no uso de material de
referéncia certificado (MRC), na comparacao do método proposto com um método de referéncia, no
uso de ensaios de recupera¢do na matriz ¢ em estudos colaborativos!!®?,

O processo de avaliagdo por meio de MRC consiste em analisar nimero suficiente de
replicatas desse material e comparar os resultados obtidos com o valor certificado. Entretanto, o alto
custo do MRC e a abrangéncia limitada de matrizes e analitos restringem seu uso!!?l,

A exatiddo também pode ser estabelecida mediante comparacao entre os valores obtidos
pelo método proposto com os valores obtidos para as mesmas amostras com outro método validado
(método com precisdo e exatiddo avaliadas). Apos andlise de diferentes amostras com ambos os
métodos, as diferengas obtidas para cada amostra sdo calculadas e comparadas com o valor
desejado (nesse caso, zero). Estabelece-se, entdo, o nivel de confianca de acordo com o intervalo de
concentragdo (menores valores de concentragdo causam maior dispersdo dos dados aumentando o

limite de confianga)!183],
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Os estudos colaborativos implicam na aceitacdo de pelo menos oito laboratorios (nimero
minimo) em desenvolver determinado método. Somente quando for impossivel reunir tal nimero de
laboratorios, o estudo podera ser conduzido com o minimo absoluto de cinco participantes!'!l.

A maior dificuldade freqiientemente encontrada quando se tenta estabelecer a exatiddo do
método por meio de estudos colaborativos envolve a garantia de estabilidade do analito (assegurar
que a concentracao do analito, a ser determinada na amostra, permanega estavel durante o decorrer
do estudo).

No processo de validagdo em estudos colaborativos usa-se a analise de variancia (ANOVA),
que determina a existéncia de diferengas significativas entre os valores obtidos pelos laboratorios
envolvidos!'831,

O ensaio de recuperagdo constitui o0 método mais utilizado para validacdo de processos
analiticos. O estudo da recuperagdo consiste na "fortificacdo" da amostra, ou seja, na adicdo de
solucdes com diferentes concentracdes do analito de interesse seguida pela determinagdo da
concentracao do analito adicionado.

A recuperacdo esta relacionada com a exatiddo, pois reflete a quantidade de determinado
analito, recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra. A exatidao ¢
expressa como erro sistematico percentual, inerente ao processo!!'¥l. O erro sistematico ocorre pela
perda da substancia devido a baixa recuperacdo da extracdo, medidas volumétricas imprecisas ou

substancias interferentes na amostra (entre outros).

2.79. Precisdo

O parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na mesma amostra ¢ a
precisdo do processo analitico. Usualmente, ¢ expressa como o desvio-padrdo, varidncia ou
coeficiente de variagdo de diversas medidas!'®’l. O coeficiente de variagio (CV) é dado pela

seguinte equagao:

CV% = —x100
M (10)
onde s ¢ o desvio-padrao das recuperacdes ¢ M a média das determinagdes.

A precisdo pode ser considerada no nivel de repetitividade, de precisdo intermediaria e de
reprodutividade!'®?1%4. A repetitividade, também conhecida como precisio intra-ensaios, expressa a
precisdo nas mesmas condi¢des de operacdo (equipamento, analista, reagentes, dia e mesmas
condi¢des ambientais) em pequeno espaco de tempo. A repetitividade pode ser avaliada com no

minimo nove determinagdes dentro do intervalo de trés diferentes concentragdes e trés replicatas
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cada, ou com no minimo seis determinagdes para uma unica concentragdo-teste. A precisao
intermedidria expressa as variagdes no mesmo laboratorio que envolvem diferentes dias, diferentes
analistas e diferentes equipamentos, entre outros. Tal termo tem sido pouco empregado e esses
testes ndo sdo comumente citados na literatural'’8l. A reprodutividade expressa a precisdo entre
laboratérios, mediante estudos colaborativos usualmente aplicados para padronizacdo de
metodologias!'™-1831 O método sera considerado preciso quando apresentar niveis de variagdes

dentro do aceitavel para cada nivel de concentracao (conforme valores tabelados).

2.7h. Limite de deteccéo

E a menor concentragdo do analito que pode ser detectada, mas nio necessariamente
quantificada, sob condi¢des experimentais estabelecidas constitui o limite de detecgiol!821831,
Analistas, quando desenvolvem métodos novos ou modificados para andlise de tracos,
freqlientemente definem Limites de Detec¢do (LD) em termos do desvio-padrdo de medidas do
branco. Entretanto, sendo o branco constituido de todos os reagentes, com exce¢do da amostra e do
analito, ndo reproduz as mesmas condi¢des a que o analito estara sujeito durante a anélise!'l,

O LD determinado dessa forma pode avaliar mudancas ocorridas durante o desenvolvimento
do método, ou para comparacdo de instrumentos. Entretanto, em relagdo a andlise pratica, esses
valores sdo extremamente baixos € nio representam a realidade!!3sl. O limite de detec¢do pode ser
determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-padrdo da resposta e do coeficiente angular e por
processos estatisticos. O sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos analiticos que
exibem linha de base. A determinacdo da razdo sinal/ruido ¢ realizada por meio da comparagdo dos
sinais medidos da amostra com baixas concentragdes conhecidas do analito com as do branco,

estabelecendo-se a concentracdo minima na qual o analito pode ser detectado. A razdo sinal/ruido

com valor 3 ¢ geralmente considerada aceitavel para estimar o limite de detecgaol!81831921 O limite

de detecgdo pode ser expresso pela equagio abaixol!331921:
Ixs
LD =
S

(11)
Onde s ¢ o desvio-padrao da resposta e, S é o coeficiente angular do grafico de calibracao
(sensibilidade de calibracdo). No caso dos processos estatisticos, utiliza-se o "teste de hipotese"

para estimar o LD com valores obtidos de varias medidas do branco pela seguinte equagao!'®S!:

S (12)
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Onde: t,, 959 € o valor tabelado em funcdo de n (nimero de analises); sg ¢ o desvio-padrdo do
branco; e S ¢ a sensibilidade do aparelho.

Quando se obtém poucos valores de medidas do branco ou quando tais valores se
apresentam como linha de base, esse tipo de estimativa pode ndo ser adequado. O LD pode ser
estimado pelos experimentos de recuperagdo mediante o desvio-padrdo (sa) do menor nivel de

fortificacdo, calculando-se s com a partir de sa € sB :

_ (m_l)s,iz + (”_1)532

m+n-—2

5

COm
(13)
Onde: m ¢é o numero de determinacdes do menor nivel de fortificacdo; n ¢ o numero de

determinagdes do branco; Sa ¢ o desvio-padrao da amostra do menor nivel de fortificacao; Sg € o

desvio-padrao do branco. A partir desse valor estima-se o limite de deteccao pela equagao:

2X1 g XS
LD: n,95% com
S

(14)
No processo estatistico sdo considerados todos os efeitos a que o método esta sujeito

(variagdes do branco e variagdes da amostra fortificada no menor nivel).

2.7i. Limite de quantificacéo

O limite de quantifica¢do ¢ definido como a menor concentragdo do analito que pode ser
quantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitdveis, sob as condigdes experimentais
adotadas!'®1%21. Pode ser estimado por meio do sinal/ruido, do desvio-padrio e por processos
estatisticos. O procedimento sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos analiticos que
exibem linha de base. Efetua-se a determinacdo da razdo sinal/ruido por meio da comparagao dos
sinais medidos da amostra com baixas concentragdes conhecidas do analito com as do branco,
estabelecendo-se a concentragdo minima na qual o analito pode ser quantificado!!82183:1921 Exemplo
de razdo sinal/ruido tipica ¢ 10:1. O limite de quantificacdo (LQ) pode ser expresso pela

equagaol!®?l;

_10xs
Y

LO
(15)
Onde: s ¢ o desvio-padrao da resposta e, S € o coeficiente angular do grafico de calibragdo

(sensibilidade do método).
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2.7]. Robustez

Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH), a robustez do método ¢é a
medida da sua capacidade de permanecer inalterado sob pequenas, mas estudadas variagdes nos
parAmetros do método e prover indicagdo da sua dependéncia durante o uso normall*31%4 A
avalia¢do da robustez pode ser considerada durante a fase de desenvolvimento e depende do tipo de
processo em estudo. Nos testes de robustez sdo aplicados experimentos estatisticos que examinam,
simultaneamente, os efeitos de alteragdes em diferentes varidveis do método!*3l. Os testes de
robustez, em geral, servem para indicar os fatores que podem influenciar, significantemente, a
resposta do método estudado. Tal fato fornece a dimensdo do problema que ocorre quando o
método é repetido em diferentes condi¢des ou € transferido, por exemplo, para outro laboratoriol!*4l

ou para outro campo.

2.8. Tratamento Estatistico da Curva Analitica da dipirona sédica
A validagdao do modelo de regressdo sera efetivada mediante os parametros apresentados no
item anterior (Item 2.7) e pela aplicacdo de métodos estatisticos baseados na andlise de variancia

(ANOVA)16: 1931 "cyjas equagdes se encontram na Tabela 4.

Tabela 4. Equacdes para a andlise de variancia de dados experimentais adaptados a modelos lineares determinados pelo
método dos minimos quadrados.

Fonte da Variacao Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadraitica
(GL)

Modelo SQreg = Zni[(ye)i-ym]? p-1 MQreg = SQreg/(p-1)

Residual SQr =X 2 [yij -(ye)i]? n-p MQ: = SQr/(n-p)

Falta de Ajuste SQrj = Zni[(Ye)i-Yim]? m-p MQfaj = SQfaj/(m-p)

Erro puro SQep = X Z (yij — Yim)? n-m MQep = SQep/(n-m)

s =(MQr)"” (16)

s(b0) = s [Z (xi)? / nZ(xi — xm)*]"? a17)

S(b1)=s/[Z (xi-xm)*]"? (18)

Onde: n; é o numero de repeticdes no nivel i da varidvel x; m € o nimero de niveis distintos de x;
n=Xn; ¢ o numero total de medidas; p ¢ o nimero de parametros do modelo; i ¢ o numero de

medidas repetidas em Xx; j ¢ o nimero de medidas repetidas de y no nivel i de X; ym ¢ a média dos y;
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yim ¢ 2 média dos y em cada nivel i de x. Nas expressoes com dois somatérios, o segundo somatdrio

vai de j=1 até j=n;. Todos os outros somatorios vao de i=1 at¢ i=m.

A andlise dos residuos do modelo verifica o comportamento aleatério ou homoscedastico
dos erros de predi¢do do modelo com relagdo aos dados experimentais. Um grafico de residuos ¢
suficiente para se verificar erros sistematicos ou resultados tendenciosos.

Ja no Testes de falta de ajuste, os residuos deixados pelo modelo para determinagdes
realizadas em diversos niveis da variavel x (representado pela Média Quadratica da falta de ajuste,
MQ¥xj) sdo comparados aos residuos deixados pelas andlises repetidas (auténticas) em um
determinado nivel da variavel x (representado pela Média Quadratica do erro puro, MQp). Quanto
maior a razdo MQrj/MQep com relagdo ao valor de F obtido pela aplicagdo do teste F para um
determinado nivel de confianca (geralmente 95%), melhor o modelo linear.

E, no Teste da Significancia da Regressdo os residuos deixados pelo modelo com relagdo a
média dos valores de y (representado pela Média Quadratica da regressao, MQreg) sdo comparados
com os residuos do modelo com relacdo aos dados experimentais (representado pela Média
Quadratica residual, MQy). Quanto menor for o valor da razdo MQj/MQr com relacdo ao valor de
F para um certo nivel de confianga, mais ajustado o modelo se encontra com relacdo aos dados
experimentais.

Os calculos das médias quadraticas para a verificagdo da validade dos modelos lineares
elaborados neste trabalho se baseardo nas equagdes presentes na Tabela 4. Realizados os testes de
validagdo, intervalos de confianca para os coeficientes linear (bo) e angular (b) para alguns dos
modelos serdo elaborados.

Para o calculo destes parametros sera determinada a estimativa do erro padrdo s para um
mesmo nivel x utilizando-se a Equacao 16 e, a partir deste valor, serdo estimados os erros padrdao
s(bo) e s(b1) nos parametros do modelo com as Equacées 17 ¢ 18. Nestas equagdes, Xm ¢ 0 valor

médio de todas os valores de x. As outras notagdes estdo explicadas na Tabela 4.
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3.0. FOTOMETO LED-NIR DUPLO FEIXE
3.1. Descricao do fotometro LED-NIR duplo feixe

Na Figura 9 é apresentada uma fotografia da vista frontal do fotdémetro LED-NIR montado,
0 qual foi colocado em uma caixa (gabinete) de plastico com 22,5 cm x 10,0 cm x 19,0 cm de,
respectivamente, largura, altura e profundidade. A caixa do suporte lateral para cubetas tem
dimens6es 5,5 cm x 10,0 cm x 7,2 cm. Pode se observar na Figura 9 os botdes de controle e de
operacdo do equipamento. Além disso, é encontrado o mostrador de LCD onde séo apresentados 0s
valores das medidas efetuadas.

Figura 10 — Vista posterior do fotdmetro LED-NIR microcontrolado.
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Na Figura 10 é focalizada a parte posterior do aparelho onde se encontram: a saida para
comunicagéo externa (USB 2.0), conector do cabo de alimentagdo externa com opgdo para operar
com tensdo de 110 ou 220 V, conectores de alimentacdo “interna” dos LEDs (fios cinza) e

detectores (fios vermelho).

3.1.1. Suporte para Cela de Medidas
O suporte para cubetas e ampolas do fotémetro LED-NIR é visualizado na fotografia
apresentada na Figura 11. Esse dispositivo foi montado na lateral esquerda do equipamento, ao

qual encontram-se associados 0s LEDs e os fototransdutores para as medidas de transmitancia.

Figura 11 — Vista frontal (A), ilustrando o suporte para celas de medidas com as ampolas (B), na lateral do fotémetro.
Onde: D indica a localizacdo dos detectores, L indica a localizagdo dos LEDs. Os nimeros correspondem a dimenséo
do porta cubetas e do acessério para ampolas, onde: 1= 7,8 cm, 2= 5,8 cm; 3= 1,3 cm; 4= 1,3cm; 5=4,2cme 6= 1,3
cm.

O acondicionamento dos LEDs-NIR e fototransdutores nos suportes para as ampolas foi
projetado de modo que os dispositivos ficassem fixos frontalmente, proximos e focados 0 maximo
possivel (melhor &ngulo) para uma melhor obtencdo do sinal de transmitancia. O mddulo foi
projetado com encaixes simples, de modo a facilitar a troca dos LEDs e dos detectores, caso seja
necessario. O suporte para as amostras esta devidamente fixado ao instrumento, porém possui

facilidades para sua desconexao caso precise ser substituido.

3.1.2. Fonte de Radiacéo
Os LEDs-NIR utilizados no fotbmetro apresentam emisséo em 1050 nm (uma vez que nao
tinhamos disponibilidade de LEDs na regido de 1100 nm). Na montagem foram utilizados dois
LEDs-NIR gémeos (mesmo fabricante e mesmas especificacfes) como fonte de radiacdo, com

substrato de InGaAsP, montados em uma estrutura principal com lente esférica e corpo cilindrico de
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epoxi transparente, com angulo de emissdo de £10, e intensidade radiante muito alta (Figura 12).
Seu dimensionamento externo é apresentado na Figura 13. Estes dispositivos suportam correntes
elétricas pulsadas de até 1A. Os primeiros LEDs utilizados, em polarizacdo direta, emitem uma
banda espectral de radiacdo com pico em 1050 nm, com largura de banda a meia altura de 50 nm
(Figura 14).

Figura 12. LEDs-NIR de InGaAsP utilizados no fotdmetro.
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Figura 13. Dimensionamento do exterior dos LEDs utilizados, unidade: mm.
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Figura 14. Espectro nominal de um LED com comprimento de onda nominal em 1050 nm.
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3.1.3. Fototransdutor

Os detectores de radiacdo NIR utilizados no Fotdmetro, Figura 15, tratam-se de dois
fototransdutores gémeos (mesmo fabricante e mesmas especificacdes) de InGaAs sensiveis a

radiacdo NIR de 900 a 1700 nm, com maior sensibilidade em 1300 nm. S&o altamente estaveis, com

niveis de ruido baixissimos. Suas dimensdes fisicas sdo descritas na Figura 16.

Figura 15. Sensor de Radiacdo utilizado no Fotdmetro NIR.
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Figura 16. Dimensionamento do exterior do sensor de radiacdo utilizado no fotémetro, unidade:mm.

Como pode ser observado na Figura 17, a sensibilidade do detector aumenta a partir de 900-

950 nm, mantendo o seu maximo praticamente constante entre 1350-1650 nm, apresenta um

pequeno declive a partir de 1650 nm, e sofre uma queda brusca a partir de 1700 nm.
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3.1.4. Microcontrolador
O microcontrolador utilizado no fotémetro foi o PIC18F4550 (Figura 18), cuja pinagem
encontra-se ilustrada na Figura 19. Trata-se de um microcontrolador de alta performance, de 40
(quarenta) pinos, do tipo FASH-USB com tecnologia nano-Watt aprimorada: que usa memadria tipo
FLASH, a qual oferece grande vantagem para o desenvolvimento de projetos e prot6tipos quando
comparada as versdes antigas que utilizavam memoria EEPROM (isso porque a meméria FLASH
ndo requer o uso de luz ultravioleta para apagar e regravar novos conteudos), e interface para

transceptor USB 2.0 off-chip.

Figura 18 — Microcontrolador PIC18F4550.

As principais caracteristicas do PIC 18F4550 s&o:

1) Memodria FLASH para armazenamento de programa: 32 Kbytes;
2) Memoria SRAM (Static Random Access Memory) para armazenamento de dados: 2 Kbytes;
3) Meméria EEPROM (Electrically-Erasable Programmable Read-Only Memory): 256 bytes;
4) Portas configuraveis como entradas ou saidas digitais: 35;
5) Portas configuraveis como canais de entradas analogicas: 13;
6) Mddulo CCP (Capture / Compare / PWM)

* Capture — Permite a medicéo do tempo de duracdo de um evento;

» Comparagdo — Compara valores entre os registros do TMR1 (Timer Module Registers) e

CCPR (Capture/Compare Port Register);

* PWM (Pulse Width Modulation) — gera sinais de frequéncia variaveis.
7) Porta paralela de 8 bits (SPP — Streaming Parallelal Port);
8) Temporizadores de 4, 8 e 16 bits;
9) Temporizador Watchlog Timer;
10) Frequéncia de operacdo de até 48 MHz;
11) Mudltiplas fontes de interrupcéo (20);
12) Dois comparadores;
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13) Periféricos avangados de comunicacdo: Porta de comunicacdo serial e Porta de comunicagdo
USB (Universal Serial Bus) versdo 2.0;
14) Arquitetura Harvard, tecnologia RISC (Reduced Instruction Set Computer) com um conjunto de
75 instrucdes;
15) Pilha de 31 niveis;
16) Faixa de temperatura de operacédo (C): -40 a 85.
A Figura 19 apresenta a Pinagem do PIC18F4550 :

MCLR/VPRIREZ —= ] 1 \/ 40 [1 =—= RB7/KBI3/PGD
RAO/ANO =—[] 2 39 [1 =— RBE/KBIZPGC
RA1/ANT «—= []3 38 0 =—= RBS/KBI1/PGM
RAZ/AN2/VREF-/CVREF +—[] 4 37 1 =—= RB4/AN11/KBIO/CSSPP
RA3/AN3NVREF+ «—e[]5 35 [1 +— RB3/ANS/CCP2*VPO
RA4/TOCKI/C10UT «—[]6 35 [] =—e RB2/ANB/INT2/VMO
RAS/AN4/SSILVDIN/C20UT =—=[]7 34 [] =— RB1/AN10INT1/SCK/SCL
REO/CK1SPP/ANS «+— [] 8 2 9 330 =— RBO/AN12/INTO/SDI/SDA
RE1/CK2SPP/ANE =—= []9 < W 320 -=—>VoD
REZ/OESPPIAN7 —=[]10 §F O 310 +«—vVss
AVDD ——= [] 11 2 ¥ 300 -=— RD7/SPP7/PID
Avss . ]12 Q O 29[]-=—= RDG/SPPE/PIC
OSC1/CLKIIRA7 —= ] 13 @ O  28[] — RD5/SPP5/PIB
OSC2/CLKO/RAS -—[] 14 27 [] =——= RD4/SPP4
RCOT10S0/T13CKlI —+—[] 15 25 [] =— RC7/RX/DT/SDO
RC1/T10SI/CCP2*UOE «— [] 16 95 [] +— RCBTX/ICK
RC2/CCP1/P1A =—=[] 17 24 [] w—a D+/VP
Vusg ——=[] 18 23 1 =—= D-VM
RDO/SPP0 «—[] 18 59 [] «——s RD3/SPP3
RD1/SPP1 =—=[]20 21 [] =—= RD2/SPP2

Figura 19 — Pinagem do microcontrolador PIC18F4550.

De acordo com a Figura 19 o PIC18F4550, possui:
a) Portas de entrada e saida (RA, RB, RC, RD e RE);
b) Canais de entradas analdgicas (AN);
c¢) Pinos de alimentacdo (VDD e VSS), com faixa de tensdo de operacdo de 2 a 5,5 V;
d) Pinos de entrada para o oscilador externo (OSC);
e) Portas de comunicagéo serial (RX e TX);
f) Porta de comunicacdo USB (D+ e D-);
Os pinos podem ter mais de uma funcao. Os 35 pinos de I/O configuraveis estdo agrupados
em 5 grupos denominados PORTAS, sendo: PORT A; PORT B; PORT C; PORT D; PORT E;
Organizacdo da Memoria do PIC18F4550:
» Memoria de Programa: meméria interna flash de 32.768 Bytes (32 KBytes)

» Armazena instrucdes, constantes e dados;
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* Pode ser escrita/lida de acordo com o programador externo (Off-board), In-circuit ou durante a
execucao do programa através de ponteiros.

* Memoria RAM (Random Access Memory) de dados: memoria SRAM interna de 2048 Bytes (2
KBytes) e nela estdo incluidos os registradores de funcéo especial SFR (Special Function Register)

» Armazena dados de forma temporéria durante a execugdo do programa;

* Pode ser lida/escrita em tempo de execuc¢do do programa através de diversas instrucoes.

* Memodria EEPROM de dados: memdria ndo volatil de 256 Bytes

» Armazena dados que devem ser conservados ha auséncia de tensdo de alimentacéo;

* Pode ser escrita/lida em tempo de execugdo do programa atraves de registradores.

» Memoria Configuracdo: memoria que contém bits de configuragdo (12 Bytes de memdria flash) e
os registradores de identificacdo (2 Bytes de memdria apenas para leitura).

Organizacao da Memdria por Bits de Configuracao:

* Opcoes do Oscilador e do watchlog;

* Opcoes do Reset;

*» Opc0es para depuracdo e programacéo do circuito;

*» OpcOes de protecdo contra escrita da memoria do programa e de dados da meméria EEPROM.

 Registradores de identificacdo: Trata-se de registradores situados nos enderecos 3FFFFEH e

3FFFFFH que contém informagdes do modelo e versdo do dispositivo. Os registradores sao

apenas de leitura e ndo podem ser alterados pelo usuario.

3.2. Eletronica do fotdbmetro NIR desenvolvido

Os circuitos eletronicos do fotémetro foram confeccionados e implementados utilizando
placas de fibra de vidro 1,6 mm dupla face. A montagem dos componentes foi realizada
empregando a tecnologia SMD (Surface Mount Device)*%! para diminuir o tamanho da placa,
reduzir o tamanho das conexdes entre si e diminuir também a influéncia de interferéncias.

O Diagrama de Auto Nivel apresentado na Figura 20, ilustra a parte eletrénica do fotdmetro
LED-NIR microcontrolado desenvolvido. O circuito eletrénico é responsavel pelas seguintes
funcdes: fonte de alimentacédo, alimentacdo e pulso dos LEDs-NIR, pré-amplificagdo (com ou sem
diferenciacdo) e conversdo dos sinais dos detectores em AC, amplificacdo principal/ganho,
demodulacdo (AC para DC), e controle/gerenciamento com microcontrolador PIC18F4550 e
amplificacdo final (output). Uma descri¢do bastante sucinta de cada médulo do circuito eletrénico

sera apresentada.
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Figura 20 — Diagrama de auto nivel (top level) dos circuitos eletronicos do fotémetro LED-NIR proposto, desenvolvido

em plataforma Altium.
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3.2.1. Fonte de Alimentacéo

O modulo do circuito eletrénico da fonte de alimentagéo € responsavel por fornecer tensdes
em modulo continuo (5 V, £12 V e 24 V) para o fotdmetro proposto. A tensdo de +5 V é utilizada
para alimentar o PIC, e os +12 V para alimentacdo simétrica dos amplificadores operacionais. A
tensdo de +12 V é utilizada para alimentar os detectores de InGaAs e os LEDs, e +24 V a principio
ndo esta sendo utilizada pois foi projetada para o caso de uso de detectores NIR de PbS.

O transformador converte a tenséo alternada da rede (= 220 V) para 18 V que é integrada ao
circuito por intermédio dos capacitores principais. Os capacitores sdo ligados proximos aos pinos
dos reguladores com o intuito de reduzir ruidos geralmente provenientes das altas frequencias. Os
reguladores de tensdo U10 e U12, Ul1l, e U13 convertem as tensbes continuas primarias para,
respectivamente, (+/-12 V, +5 V, e +24 V).

3.2.2. Mddulos de Amplificacéo e Deteccdo

¢ Pré-Amplificacdo inicial do sinal do canal principal (canal A)

O circuito eletrénico, com esquema apresentado corresponde a amplificacdo do sinal
aplicada ao canal principal (canal A). Este ganho é controlado por um potencidmetro cujo controle
fica externado para que o usuario possa “aumentar” o sinal de leitura para valor 6timo de leitura.
Este valor 6timo € variavel, pois depende do LED que estd sendo utilizado, pois os LEDs-NIR
tendem a diminuir seu brilho na medida em que se aumenta o comprimento de onda, e
consequentemente a sensibilidade do detector diminui.

Esta parte do circuito trabalha diretamente com o microcontrolador, com o modulo de
controle dos LEDs, com o médulo de controle dos detectores e com o modulo de controle de ganho;
além de monitorar o sinal de saida (sinal demodulado) para que o ganho aplicado ndo exceda o
valor de tensdo suportado pelo microcontrolador.

Outra funcdo que esse modulo, juntamente com os modulos citados, ajuda a executar é o
controle de ganho de corrente aplicado ao canal secundario (canal B), como também em seu
correspondente detector para igualar o valor de tensdo de saida em relacdo ao canal A, para o ajuste
do branco, ou seja, 100 % de transmitancia. Esse ajuste é realizado tanto quando se liga o
instrumento como também quando se usa a tecla de ajuste de 100% de transmitancia (secdo 4.2.3.).
Vale salientar que esta funcdo s6 é acionada quando se utiliza o modo DUAL (feixe duplo) e o
modo DIFERENCIAL, uma vez que 0 modo MONOCANAL (feixe Unico) utiliza apenas o canal A.
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¢ Aplicacéo do “chopper eletrénico” no sinal e alimentagao dos LEDs-NIR

Esta parte do circuito eletronico tem por funcdo principal fornecer uma tensdo pulsada aos
LEDs dos canais A e B. Esse circuito trabalha em conjunto com o microcontrolador, com o médulo
de deteccdo e com o controle de ganho; além de receber comandos do médulo de pré-amplificagéo.
Entre as funcGes estabelecidas para esse modulo estd o controle da tensdo de alimentacdo aplicada
aos LEDs, e o controle da amplitude dos pulsos de modulacdo aplicados aos LEDs, para o efeito
“chopper” nos dois LEDs (tanto no sinal do branco como no sinal da amostra).

Os sinais dos LEDs-NIR sdo modulados por pulsos integrados de PWM gerados pelo
PIC18F4550, que ajuda a regular e compensar variagcoes do sinal (ripple de ondulagdo) e mudancas
na linha de base (drift) que o aumento da temperatura ocasiona nos circuitos que utilizam sinal DC
(corrente continua). O microcontrolador ajusta a potencia do LED B de tal forma que, comparado
ao LED A, suas diferencas sejam zeradas (zeroed) em amplitude para assegurar sinais analiticos

comparaveis na saida dos pré-amplificadores.

+ Alimentacédo e controle dos fototransdutores

Nesta parte do circuito eletrbnico ocorre basicamente a deteccdo pelos fototransdutores, e
uma analise comparativa dos sinais (realizada em conjunto com o médulo de pré-amplificacdo e o
modulo de controle de ganho, para ajuste da tensdo de saida do canal B, bem como para o ajuste de
100% de transmitancia). Este médulo tem como saida trés sinais: o sinal detectado no canal A, o
sinal detectado no canal B e o sinal diferencial (resultante da subtracdo dos sinais gerados nos dois
canais)

Apenas para medidas no modo DIFERENCIAL, o circuito eletrénico amplificador
diferencial ir& eletronicamente subtrair os sinais gerados pela amostra e pelo branco, produzindo
assim a diferenca, ou sinal analitico verdadeiro. O sinal resultante serd armazenado (buffered), e
enviado para o proximo estagio de ganho em forma de corrente alternada (AC), para se evitar
problemas potenciais de drift e de oscilacdo. Neste modo de analise sdo conseguidos ganhos
altissimos de amplificagdo do sinal, os quais sdo fundamentais nos casos de medidas de
transmitancia de amostras muito diluidas, e também poderia ser aplicado para medidas de

refletancia.

& Amplificacéo principal/ganho aplicado aos sinais dos detectores
O circuito eletrdnico do amplificador principal é responsavel pelo controle de ganho
maximo que o sistema suporta. Essa amplificacdo € critica, pois procura assegurar valores de tensdo

em niveis suficientes para serem reconhecidos pelo microcontrolador PIC18F4550, ou mesmo para
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que ndo ultrapassem os valores maximos de tensdo de entrada do PIC. Este médulo esta conectado:
ao modulo de pré-amplificacdo, ao mddulo de controle dos LEDs, ao modulo de controle do
detector, e ao microcontrolador para auxiliar no controle de ganho aplicado ao sinal (principalmente

no modo DIFERENCIAL, cujos sinais gerados apresentam intensidades muito baixas).

3.2.3. Modulo Demodulador

Esta é a parte do circuito eletronico que realiza a demodulacdo dos sinais resultantes de
transmitancia do branco e da amostra amplificados. Durante a analise, 0s sinais de transmitancia
gerados passam para 0s moédulos subsequentes em modo alternado (modo AC). O circuito
eletronico amplificador/demodulador restaura eletronicamente o sinal de volta para o0 modo digital

(modo DC), gerando assim um sinal compativel com a entrada do microcontrolador PIC18F4550.

3.2.4. Amplificacao final

O dispositivo para amplificacdo final é responsavel pelo ganho final aplicado ao(s) sinal(is)
demodulado(s). E essencialmente um circuito com dupla amplificacdo: uma efetuada em um
circuito amplificador seguidor de tensdo (buffer), e outra num circuito amplificador subtrator
diferencial (com V2=0). Esse esquema de montagem do circuito foi adotado para manter o ganho
obtido nas duas primeiras amplificacdes, realizar uma pequena filtragem no sinal de saida e manter
a tensdo maxima de saida dentro de limites estipulados (tanto em termos de tensdo como em
corrente), adequados aos limites de entrada suportados pelos dispositivos subsequentes que

receberao os sinais amplificados.

3.2.5. Mddulo de Processamento e Controle

O modulo de processamento e controle é gerenciado por um microcontrolador PIC18F4550.
Seu trabalho é o de controle, gerenciamento, processamento e armazenamento dos dados gerados
nos modulos anteriores, citados até aqui. Em outras palavras, a placa constitui o coracdo e o
microcontrolador é o cérebro do fotdmetro desenvolvido.

O microprocessador PIC18F4550 possui um cristal de quartzo com clock operante na
frequiéncia de 48 MHz. O PIC monitora e controla os sinais dos pulsos aplicados como “chopper”
para a modulacdo da radiacdo dos LEDs-NIR; ajuda no controle e gerenciamento do sinal pre-
amplificado, e do sinal final demodulado e amplificado. E responséavel pelo processamento interno

dos dados, como também pela sua exteriorizagédo (via LCD ou via USB).
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O PIC também é responsavel pelo controle de uma tela de cristal liquido, modelo WH-
1602A, tipo alfanumeérico, a qual possui um barramento de dados de 8 bits (podendo-se trabalhar
com 4 ou 8 bits) e um barramento de controle de 3 bits.

O microprocessador PIC18F4550 também permite monitorar o sinal final bem como

controlar os ganhos, fazer ajustes e resetar o instrumento pela conexao via porta USB.

3.2.6. Modulo USB

O mddulo de comunicagdo USB foi montado e ativado para possibilitar a comunicagdo do
fotbmetro com um computador portatil (notebook), para atuar como modulo de controle do
fotbmetro, e coletar as informacgfes obtidas, as quais também sdo apresentadas em uma tela de
cristal liquido. Essa comunicacdo permite o armazenamento dos dados no microcomputador, 0s
quais sdo utilizados tanto para a screening das amostras de medicamentos injetaveis como para a

construcdo das curvas de calibracdo, com posteriores analises estatisticas.

3.2.7. Modulo LCD

Os sinais analégicos produzidos durante as medidas serdo convertidos em sinais digitais,
filtrados, processados e apresentados em uma tela de cristal liquido - LCD (Liquid Crystal
Display)["Y. O LCD utilizado foi do tipo 20x2, um modelo WH-2002A (Figura 21).

Um display LCD modulo 20x2 é muito basico e € muito usado em varios dispositivos e
circuitos. As razfes para 0 uso de LCD sé&o: LCD sdo econdmicos; facilmente programavel; ndo tém
limitacdo de exibicdes especiais, podendo-se exibir até mesmo personagens personalizadas,
animacoes, etc.

Um LCD 20x2 significa que ele pode exibir 20 caracteres por linha e ha 2 tais linhas. Neste
LCD cada personagem € apresentado na matriz de pixels 5x7. Este LCD tem dois registros,
nomeadamente, de comando e de dados.

O registro de comando armazena as instrugdes de comando dado ao LCD. Um comando é
uma instrucdo dada para fazer uma tarefa pré-definida como sua inicializacdo, limpando a tela,
ajustando a posicdo do cursor, o controle de exibicdo etc. Os registradores de dados armazenam 0s
dados a serem exibidos na tela LCD. Os dados s&o os valores ASCII dos caracteres a serem
exibidos na tela LCD.

A Figura 21 apresenta o LCD utilizado no fotdmetro, e a Tabela 5 mostra o detalhamento
da pinagem do LCD.
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Figura 21 — Modulo LCD 20x2.

Tabela 5 — Descri¢édo dos pinos do médulo LCD 20x2 usado no fotdmetro desenvolvido.

Pin N° | Funcéo Nome
1 Terra (OV) Ground
2 Tensdo de alimentagéo; 5V (4.7V - 5.3V) Vce
3 Ajuste de contraste através de um resistor variavel VEE
4 Comanda a secdo de registros quando em baixo, e dados quando RS

em alto
5 Baixo para escrever para o registro; Alto para ler o registro R/W
6 Envia dados para os pinos de dados quando vai do estado alto a EM

baixo
7 DBO
8 DB1
9 DB2
10 DB3
m 8- pinos de dados =
12 DB5
13 DB6
14 DB7
15 Alimentacdo da luz do Backlight (5V) — modulo comum Led+
16 Terra do Backlight (OV) — modulo comum Led-
17 Terra (OV) Ground
18 Tensdo de alimentacao; 5V (4.7V - 5.3V) Vce
19 Alimentacao da luz do Backlight (5V) — modulo grafico Led+
20 Terra do Backlight (OV) — modulo grafico Led-
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3.3. Descricao Painel de controle do fotdmetro duplo feixe

3.3.1. Painel frontal

N
w
o

otometro Dual Led Nir

CANAL _A_ CANAL B_ DIFER. A-B

1 SINAL DEMOD TRANSMITANCE ABS. _ CONC_

10
Figura 22 — Vista frontal do painel de controle do fotdmetro.

1 - DISPLAY LCD: O display fornece informacdes dos sinais analisados e sobre o funcionamento
do aparelho.

2— IR POT CAL: Controla a corrente de trabalho do LED-NIR correspondente ao canal A.

3 — MODO OPERAGCAO: Por meio desta chave rotativa escolhemos o modo de funcionamento
desejado: modo MONOCANAL (A), modo DUAL (A.B) e modo SUBTRATIVO (A-B*G).

4 — CONC CAL: Por meio deste controle, introduzimos na equagdo de concentracdo um fator de
multiplicagdo que pode ser um namero inteiro entre 0 e 255. Com este valor e mais o fator de
escala ajustamos a leitura do padrdo a um valor igual ou mais proximo possivel da

concentragdo do padréo.

5 - TECLA A/B e GAIN*: No modo DUAL, esta tecla define que a operacdo matemética A/B
seja executada, considerando que o Branco esta presente no canal B. Uma vez pressionada,
todas as leituras posteriores levardo em conta esta definicdo. No modo SUBTRATIVO esta

tecla aumenta o ganho geral do sistema, cada vez que esta é pressionada, veremos aumentar o
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valor de Ga = 0000, até o maximo de 1022, atingindo o0 maximo de ganho. No modo
MONOCANAL esta tecla fica inoperante.

6 — TECLA B/A e GAIN: No modo DUAL, esta tecla define que a operacdo matematica B/A seja
executada, considerando que o Branco esta presente no canal A. Uma vez pressionada, todas as
leituras posteriores levardo em conta esta definicdo. No modo SUBTRATIVO esta tecla
diminui o ganho geral do sistema, cada vez que esta é pressionada, veremos diminuir o valor de
Ga = 0000, até o minimo de 0000, atingindo o minimo de ganho. No modo SUBTRATIVO,
cada vez que qualquer uma das duas teclas (GAIN* ou GAIN") for pressionada, também se
iniciara o processo de ajuste automatico do 100% que devera acontecer alguns segundos depois
da tecla pressionada ficar em repouso. No modo MONOCANAL esta tecla fica inoperante.

7 — TECLA RESET: Esta tecla inicializa o processo de calibracdo, necessaria nos modos: modo
DUAL e modo SUBTRATIVO.

8 — NULL - ZERO: No modo MONOCANAL e no modo DUAL, ao pressionar esta tecla da-se
inicio ao processo de ajuste automatico do 0,0 % de transmitdncia, onde primeiro sdo
desligados os LEDs dos canais A e B, e apos a leitura do zero ficar estabilizada, estes valores
de sinal residual em cada canal s&o memorizados para serem subtraidos em cada leitura. No
modo SUBTRATIVO este comando da inicio a um ajuste fino do balanceamento dos dois

canais.

9 — TECLA 100%: Esta tecla iniciard o processo de ajuste automatico do 100% de transmitancia
que devera acontecer alguns segundos depois da tecla pressionada ficar em repouso. Esse ajuste
corresponde a um ganho interno dado ao canal B, de modo a igualar sua tensdo de saida com a

tensdo do canal A.

10 — TECLA CONC ABS-CONC: Esta tecla permite selecionar como o sinal da leitura serd
mostrado, podemos escolher entre absorbéncia ou concentracdo. Quando pressionada e
aparecer Concentracao, a cada toque da tecla mudara também o fator de escala, que podera ser
0,1; 1, 10; ou 100.
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3.3.2. Painel posterior ou trazeiro

11 12 13 14 15 16

0,5A |

| LIGAREDE

L@

| Ll e IR DETECT — —_— f
‘ REDE CA |

IR LEDS— & — |

[ 2ZrRONICS PROJETOS E SERVIGOS |
| ELETRONICOS LTDA |

CNPJ: 10.622.900/0001-78 ‘
| FONE: (B3] 32433278

N\ /L

21 20 19 18 17

Figura 23 — Vista posterior (trazeira) do painel de controle do fotdmetro.

11 - CHAVE LIGA DESLIGA: Liga o equipamento a rede elétrica.

12 — PORTAFUSIVEL: Contém o fusivel de seguranca especificado para abrir com correntes

superiores a 0,5 A.

13 — CHAVE SELETORA DE TENSAO DE REDE: Para selecionar as voltagens de entrada
permitidas: 110 ou 220 V.

14 — SINAL ANALOGICO: Conector de saida de sinal analégico. Este sinal somente é valido
quando utilizado nos modos MONOCANAL ou SUBTRATIVO.

15 - PORTA DE COMUNICACAO E CONTROLE USB: Pela USB é possivel enviar todos
dados presentes no display mais outros sinais de controle e status do equipamento, também

permitir o comando remoto do aparelho.
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16 — LED INDICATIVO DE CANAL ATIVO: Quando aceso(s) indica(m) o(s) canal ou canais

ativos.
17 - CONECTOR DE ENTRADA DO DETECTOR CANAL B
18 - CONECTOR DE ENTRADA DO LED NIR CANAL B
19 - CONECTOR DE ENTRADA DO DETECTOR CANAL A
20 - CONECTOR DE ENTRADA DO LED NIR CANAL A

21 — CONECTOR CABO DE ALIMENTACAO: Entrada de alimentacdo da rede elétrica
(corrente alternada de 110 ou 220 volts 60 Hz).

Embora as informagdes geradas pelo instrumento sejam apresentadas no display de LCD,

foi desenvolvido um programa computacional para gerenciamento dos dados e armazenamento dos

mesmos em um microcomputador.

3.4. Software de controle do fotbmetro desenvolvido

O software que realiza o gerenciamento do instrumento foi desenvolvido em ambiente visual
LabVIEW® verséo 10.0.

A seqliéncia de processamento do software é facilmente identificavel através das
informagdes exibidas na tela durante sua execugdo. Para maior compreensdo sobre seu
funcionamento, sua tela seré discutida a seguir.

Quando o programa ¢é iniciado, aparece uma tela como a apresentada na Figura 24. Esta tela
do menu principal apresenta duas abas, onde o analista pode optar pela analise que ele deseja
realizar (qual seja: Analise screening ou Calibracdo), bastando apenas clicar na aba responsavel
pela respectiva determinacdo analitica. Assim, caso o analista queira realizar a analise qualitativa
pelo método screening, ele deve optar pela aba Anéalise screening (a qual aparece como primeira
0pg¢&o no programa).

Nesta janela sdo apresentadas as informacGes necessarias para a calibragdo do instrumento
para realizar a andlise screening. Assim, primeiramente o analista deve clicar com o mouse sobre 0
menu localizado logo abaixo da opg¢éo “Iniciar”, para expandir o mesmo (como ilustrado na Figura

25) e escolher qual opcéo ele quer ajustar:
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screening.

- Limite inferior: Esta opcdo deve ser selecionada sempre que o analista quiser calibrar o
instrumento com uma nova amostra, para ajustar o limite de corte inferior a ser adotado na

screening.

- Limite superior: Esta opcdo deve ser selecionada sempre que o analista quiser calibrar o
instrumento com uma nova amostra, para ajustar o limite de corte superior a ser adotado na

calibrados.

- Amostra: Esta opcdo deve ser selecionada sempre que o analista quiser analisar uma nova
amostra. Ela s6 deve ser selecionada depois que os limites de corte inferior e superior tiverem sido
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Figura 24 — Vista da tela inicial do software de controle do fotdmetro LED-NIR.
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realizadas. Este ajuste deve ser realizado na opcdo “N° Medidas”, localizado ao lado da opc¢éo
“Iniciar”.

Ap0s escolher a opgdo desejada, o analista deve ajustar a quantidade de replicatas que serdo
Outra opcéo que também pode ser ajustada é a quantidade de pontos a serem lidas para a
realizacdo do célculo do valor médio obtido para cada analise. O ajuste desta op¢do deve ser

realizado na opgéo “N° Pontos”, localizado ao lado da opgéo “N° Medidas”.

Depois de serem preenchidas as opc¢des desejadas, o analista deve clicar com 0 mouse sobre
0 botdo Iniciar, para dar inicio & analise ou calibracdo, desejada.
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Figura 25 — Tela do software ilustrando as opcBes de escolha de calibracdo do instrumento para 0 método screening.

Quando a calibracdo é finalizada, aparece no indicador “Limite Inferior” o valor da
absorbancia encontrado para esta amostra. O mesmo acontece no indicador “Limite Superior”, apds
a calibracdo do ponto de corte superior, e no indicador “Amostra” apds a analise da mesma. Apds a
analise de cada amostra, caso o valor de absorbancia obtido esteja dentro dos limites de absorbancia
obtidos, aparecera na tela a mensagem “Amostra Conforme”. Caso o valor de absorbéancia obtido
esteja fora dos limites de absorbancia obtidos, aparecerd na tela a mensagem “Amostra N&o
Conforme”.

O calculo da absorbéncia é efetuado com base nos valores medidos nos canais A e B,

seguindo a seguinte instrucao:

A =-log Canal Amostra (19)
Canal Branco

onde A é a absorbancia, a qual é medida em fungéo da aplicacdo da funcdo logaritmica a divisdo
entre o sinal do canal A pelo sinal do canal B (cuja divisdo refere-se ao valor da transmitancia
medida).

Caso o analista queira realizar a analise quantitativa pela curva analitica, ele deve optar pela
aba Calibracdo. Ao clicar com o mouse sobre a aba, 0 programa leva a uma segunda janela, a qual

ird mostrar informac@es sobre a analise, como pode ser visto na Figura 26.
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Figura 26 — Vista da tela do software de controle do fotdmetro LED-NIR ilustrando a sessdo Calibracéo.

Para realizar a analise quantitativa, primeiramente o analista deve clicar com o mouse sobre
o menu localizado logo abaixo da opc¢do “Iniciar”, para expandir 0 mesmo (como ilustrado na
Figura 27) e escolher opcéo:

- Padréo: Esta opcdo deve ser selecionada sempre que o analista quiser calibrar o instrumento
com uma nova curva analitica.

- Amostra: Esta opcdo deve ser selecionada sempre que o analista quiser realizar uma analise
quantitativa da amostra. Ela s6 deve ser selecionada depois que o instrumento for calibrado com
uma nova curva analitica.

O analista devera calibrar o instrumento, fornecendo os valores das concentracfes que serao
usadas na curva analitica, conforme ilustrado na Figura 27. A ordem a ser seguida para a calibracao
deve ser da concentragdo mais baixa para a mais alta.

O analista também deve ajustar a quantidade de replicatas que serdo realizadas e a quantidade
de ponto a ser lida para a realizacdo do calculo do valor medio obtido para cada andlise. Estes
ajustes devem ser realizados nas opg¢des “N° Medidas” e “N° Pontos” localizados ao lado da opcéo
“Iniciar”.

Depois de serem preenchidas as opc¢des desejadas, 0 analista deve clicar com 0 mouse sobre

0 bot&o Iniciar, para dar inicio a construcdo da curva analitica ou a analise quantitativa da amostra.
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Figura 27 — Tela do software ilustrando as opcdes de escolha de calibragdo do instrumento para a curva analitica.

A tela também apresenta indicadores que mostram os valores de absorbancia encontrados
para os padrdes (em “Abs PadrBes”), para as amostras (em “Amostra), e para os coeficientes
angular e linear (em “A” e “B”), obtidos pela regressdo linear calculada pelo método dos Minimos
Quadrados™, para as concentra¢des medidas.

Como se pode observar, procurou-se desenvolver um software simples, amigavel, e de
facil execucdo, para que até mesmo um analista pouco experiente possa acompanhar todo o

processo de analise sem maiores dificuldades.
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4.0. EXPERIMENTAL

4.1. Experimental utilizando um espectrometro NIR comercial
A seguir serdo apresentadas informacgdes acerca do método utilizado no desenvolvimento
desta etapa do trabalho, cujo objetivo principal foi encontrar a regido espectral mais informativa,

adequada para a dos LEDs-NIR usados no fotémetro duplo feixe.

4.1.1. Aquisicao de amostras e preparo de solucgdes sintéticas

A investigacdo envolveu um total de 1340 ampolas comerciais, a partir de 71 lotes
diferentes, de dipirona sodica injetavel de valor nominal de 1g/2mL (500 mg/mL ou 50,0% m/v),
comercializada em frasco ampola de 2 mL de coloragdo &mbar. Relatérios de analise quimica com
conteudo real dipirona (vulgo: “laudos”) foram fornecidos pelos fabricantes, sequindo o método de
titulacdo iodométrica indicado na Farmacopéia Brasileiral®1°l,

Em adicional, 15 amostras sintéticas, com concentracbes de 40,0; 44,0; 44,5; 45,0; 45,5;
46,0; 48,0; 50,0; 52,0; 54,0; 54,5; 55,0; 55,5; 56,0; 60,0% (m/v) foram preparadas no laboratorio
por dissolucdo dipirona sddica (pureza: 99,8 %) em agua para preparagdes injetaveis (fornecidas
pelo mesmo fabricante). Esta faixa de concentracdo adotada para as solugbes sintéticas de
calibracdo esta de acordo com a recomendacgdo da Agéncia Européia de Medicamentos: European
Medicines Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA)IL197 que afirma que o
intervalo de calibracdo deve se estender de 80% a 120% do valor nominal (50,0% m/v, no presente
caso). Esta faixa também compreende o intervalo de concentracdes aceito pela autoridade nacional
fiscalizadora (ANVISA), qual seja: 47,5 - 55,0% m/v (50,0%z 5,0% para a concentracdo minima, e
50,0% + 10,0% para a concentracdo maxima permitida)i©l,

E importante destacar que a 4gua para preparacdes injetaveis é uma agua estéril, obtida por
destilacdo/deionizacdo, em equipamentos cujas partes em contato com a agua sdo de vidro neutro,
quartzo ou metal apropriado, podendo ainda, ser obtida por processo equivalente ou superior a

deionizac&o na remocdo de contaminantes quimicos e microorganismost®10,

4.1.2. Aquisicao dos espectros na regiao NIR
Os espectros das amostras foram obtidos utilizando um espectrémetro de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR) da marca Perkin Elmer, modelo Spectrum, série GX, por
medidas de absorbancia. Um suporte de teflon (Figura 28) foi confeccionado para comportar as
ampolas no compartimento do espectrofotdmetro, para minimizar os problemas de espalhamento de

luz e garantir uma boa reprodutibilidade das medidas. O didmetro externo das ampolas (percurso
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optico) foi de aproximadamente 1 cm. Cada espectro foi obtido com base na média de 16 varreduras
na faixa espectral de 4000-14000 cm™, com uma resolucdo de 1 cm™. Temperatura e umidade

relativa foram controladas, em torno de 26 °C e 45%, respectivamente.

Figura 28 — Instrumentacdo usada para o registro dos espectros NIR, ilustrando as ampolas no suporte de Teflon dentro
do Espectrdmetro FT-IR. Onde: em F estd localizada a fonte de radiacdo, e em D em localizado o detector do
instrumento. Os nimeros referem-se as dimensdes do porta amostra confeccionado, onde: 1= 9,1 cm; 2=2,5¢cm; 3=2,5
cm;e 4=1,1cm. O didmetro designado para passagem do feixe de radiagéo é de 1 cm.

O espectro em branco foi obtido utilizando agua para preparacOes injetaveis. Para se dar
uma pequena variabilidade na calibracdo dos modelos, a fim de se calibrar as pequenas diferengas
entre as ampolas industriais, quatro ampolas diferentes foram usadas como células de registro dos
espectros das 15 amostras sintéticas, resultando, portanto, em 60 espectros destas. Para o registro
dos espectros, as quatro ampolas foram abertas e seu contetdo foi descartado, sofreram processo de
lavagem e depois foram secas na estufa sob temperatura de 110°C. Os espectros das amostras
comerciais foram obtidos com as ampolas originais fechadas, utilizando-se 2 mL de agua para
injetaveis como branco. Cada espectro foi adquirido em triplicata e a média foi entdo utilizada nas
fases seguintes do estudo. Por fim, os espectros de todas as amostras comerciais do mesmo lote
foram convertidos a média para uma representacdo mais fiel dos lotes. Como resultado final,
obtivemos 131 espectros (sendo 60 de amostras sintéticas e 71 de amostras comerciais). Estes

espectros foram utilizados para os tratamentos estatisticos posteriores.

4.2. Experimental utilizando o Fotémetro LED-NIR desenvolvido
Para avaliar o desempenho do fotdmetro desenvolvido, foram efetuadas medidas de

absorbancia de solucGes padrdo de dipirona sodica partindo como base as especificagdes
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estabelecidas pela Farmacopéia Brasileiral®l. Este mesmo procedimento de analise podera ser
adotado futuramente para a analise de qualquer outro medicamento injetavel de interesse.

Em geral, as especificacfes de analise de determinados medicamentos sdo alteradas por
novas normas de seguranca, geralmente aplicadas por meio de resolucées expedidas pela ANVISA,
ou de modificacdo efetuadas diretamente na Farmacopéia Brasileira. Nesse aspecto, o fotdmetro
desenvolvido poderd ser facilmente re-calibrado de acordo com a legislagdo vigente, sem a
necessidade de modificacdo fisica do instrumento. Para esta re-calibracdo sempre deverdo ser
utilizadas solugdes padrdo recém preparadas (seja para a calibracdo dos novos limites de corte, ou
para a construcao de novas curvas analiticas).

A seguir serdo apresentados os procedimentos adotados para avaliar o desempenho do
fotdmetro LED-NIR duplo feixe frente a analise de amostras comerciais dentro e fora do prazo de

validade.

4.2.1. Aquisicdo de novas Amostras comerciais e produgdo de novos padroes
sintéticos
Assim, para a etapa de avaliacdo de desempenho do fotbmetro desenvolvido, primeiramente
realizou-se um estudo com o método screening com ponto de corte a ser empregado nas analises de
dipirona. Para isso, primeiramente foram preparadas solucgdes estoques de dipirona sddica (pureza:
99,4 %) nas concentracdes de 60% (m/v), as quais foram padronizadas com solugéo de iodo 0,5
mol.Lt. A partir destas solugBes estoques, foram preparadas solugGes sintéticas de dipirona nas
concentracdes de 47,5 e 55,0% (m/v) em trés replicatas auténticas para serem usadas como ponto de
corte para analise screening. Outras 14 solucdes sintéticas de dipirona nas concentracdes de 45,0;
46,0; 47,0; 47,5; 48,0; 49,0; 50,0; 53,0; 54,0; 54,5; 55,0; 55,5; 56,0; 57,0% (m/v), (ou seja, 7 pontos
para avaliar a capacidade preditiva do ponto de corte inferior e 7 pontos para avaliar a capacidade
preditiva do ponto de corte superior) foram preparadas em 10 replicatas auténticas, as quais foram
analisadas em triplicata pelo fotbmetro previamente calibrado com as solugdes de corte, para a
avaliacdo de discriminacdo do mesmo. Esse planejamento se destina a construcdo da curva de
desempenho/performance do fotdbmetro LED-NIR, o qual serd determinante na escolha das
concentracdes das solucbes padrdo que serdo utilizadas como pontos de corte e que serdo utilizados
na calibragcdo do instrumento para analise das amostras comerciais.
Para a construcdo da curva analitica, foram preparadas 7 amostras sintéticas com padrédo
analitico nas concentragbes de 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 60,0% (m/v) em triplicatas

auténticas. Todas as solucdes foram preparadas a partir de solucdes estoque de dipirona sodica
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(grau analitico) nas concentrag@es de 60% (m/v), padronizadas com solugéo de iodo 0,5 mol.L%. As
medidas de absorbancia de cada replicata também foram realizadas em triplicata.

Para avaliar o desempenho do instrumento, foram adquiridas um total de 300 ampolas
comerciais recém produzidas a partir de 3 lotes diferentes, cujo conteddo nominal de dipirona
sddica injetavel é de 1g/2mL. Os relatorios de analise quimica com o contetdo real de dipirona
também foram fornecidos pelos fabricantes, os quais seguem o método de titulacdo iodométrica
recomendado na Farmacopéia Brasileiral®%l,

O desempenho preditivo do instrumento também foi avaliado pela analise de outras 320
ampolas comerciais com prazos de validade expirados em diferentes datas (em meses e anos

variados).

4.2.2. Materiais e Equipamentos
O fotébmetro desenvolvido (descrito no Capitulo I11) foi utilizado para a analise dos
medicamentos injetaveis. O controle do sistema, a aquisicdo e o tratamento dos dados foram
realizados através de um notebook Lenovo, com 4 Gigabytes de RAM, processador Centrino 2, e
360 Gigabytes de Hard Disk, usando um software escrito em linguagem gréfica de programacéo
visual LabVIEW®, versdo 10.0. Este fotbmetro labmade foi projetado, desenvolvido e construido
no laboratdrio de Automacéo e Instrumentacdo em Quimica Analitica/Quimiometria (LAQA).
Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento do experimental foram adquiridos da

empresa Sigma Aldrich, e apresentam elevado grau de pureza.

4.2.3. Procedimento de Calibracédo do fotometro LED-NIR

O modo utilizado para as medidas foi 0 modo DUAL (feixe duplo), onde um feixe é
utilizado para o branco e outro para amostra.

No procedimento de calibracdo do instrumento, primeiramente se fez o ajuste do zero de
absorbancia (ou 100% de transmitancia) e para isso foi necessario usar duas cubetas gémeas (ou
seja duas ampolas iguais contendo 2 mL de agua para injetaveis).

Nesta fase, outros procedimentos também devem ser seguidos, como o ajuste de energia no
LED do canal A, e o auto zero (procedimento que desliga os LEDs e armazena na memoria do
processador os valores de corrente de escuro, usada para corrigir o zero verdadeiro do instrumento).
Antes de se iniciar as andalises o instrumento ficou estabilizando por 30 minutos.

As medidas foram efetuadas sob condi¢Ges controladas de temperatura e umidade (em torno
de 25°C e 50%, respectivamente), utilizando-se os LEDs na regido NIR de 1050 nm.
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4.2.4. Anélise tipo screening usando o fotobmetro LED-NIR

Como ja foi discutido anteriormente, na analise screening recomenda-se adotar como ponto
de corte as concentracdes limite aceitas pelo érgdo regulador, neste caso, descritas na farmacopéia,
tanto para a concentragdo minima como para a concentracdo maxima (qual seja: 47,5 % e 55% para
a dipirona sodica injetavel). Entretanto, também foi discutido que existe uma regi&o de erro (falsos
positivos e falsos negativos), atrelados a cada ponto de corte. Assim, um estudo foi realizado para
se determinar a regido de incerteza da analise screening.

No experimental envolvendo a analise screening o sinal analitico medido é utilizado para
verificar a conformidade do medicamento com o padrdo exigido. Para tanto os valores de
absorbancia obtidos para cada amostra foram comparados com os valores de absorbancia referentes
aos padrdes de corte, que delimitam o sinal esperado para o medicamento injetavel dentro de certos
limites cofiaveis.

Os pontos de corte (limite inferior e limite superior) sdo determinados com base nos valores
das concentracGes permitidas pelos 6rgaos fiscalizadores para que seja considerado um produto com
qualidade garantida. Deste modo, os pontos de corte “inferior” e “superior” utilizados na calibracéo
do instrumento foram preparados com base nos valores preconizados na Farmacopéia Brasileira
para o analito (ou seja, 47,5 e 55 % m/v para a dipirona sodica injetavel).

Para calibrar o software para realizar a analise screening, o procedimento descrito no Item
3.4 do Capitulo Il deve ser seguido. Uma vez estabelecidos os pontos de corte, e calibrado o
instrumento este foi utilizado para a analise screening das amostras de medicamentos injetaveis
comerciais. Caso o medicamento estivesse dentro dos limites de conformidade, ou seja, dentro dos
limites da especificacdo era apresentada na tela do software que estara realizando os calculos, as
palavras “Amostra Conforme”, caso contrario, surgia a mensagem “Amostra Ndo Conforme”.

A regido de confiabilidade da analise pelo fotdmetro foi verificada pelas curvas de
performance. Posteriormente todas as amostras analisadas pelo método screening também foram

analisadas pelo método quantitativo de analise utilizando a curva analitica.

4.2.5. Curva Analitica usando o fotometro LED-NIR
Para a andlise quantitativa das amostras de dipirona sddica injetavel foi elaborada uma curva
analitica. Esse método consiste em se medir sinais instrumentais de solucBes de referéncia
(conhecido também como solugdes padrdo) de um analito e construir uma curva dos sinais
analiticos versus concentracao do analito das solugdes de referéncia. Esta curva é depois usada para

determinar a concentracdo do analito nas amostras usando a equacdo estimada empregando uma
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regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. A constru¢do da curva analitica requer a
preparacdo de 4, 5, ou mais solucdes de referéncia, aqui utilizou-se 7 pontos. Para calibrar o
software para realizar a analise usando uma curva analitica , o procedimento descrito no Item 3.4
do Capitulo 11 deve ser seguido.

A validacao da curva utilizando-se a ANOVA foi efetuada para avaliar a relagdo entre os
resultados experimentais e as questdes que o0 método se propde a responder.

Uma vez calibrada e validada a curva analitica, esta foi utilizada para a predicdo das
concentracfes das amostras comerciais de dipirona sddica injetdvel. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata.

Para verificar a autenticidade e precisdo das respostas obtidas pelo instrumento, as analises
quimicas dessas amostras foram efetuadas, envolvendo o método de referéncia farmacopeico (0
método de titulacdo iodométrica), somente apds a realizacdo de todas as medidas com as ampolas
devidamente fechadas. Essa anélise foi realizada de forma amostral, conforme é feito na industria
farmacéutica e na fiscalizacdo. Uma amostra de cada lote foi retirada aleatoriamente do conjunto
amostral e avaliada pelo método de referéncia. Os valores de concentracdo obtidos foram
comparados com os valores medidos pelo instrumento desenvolvido e com os valores fornecidos

pela industria produtora.
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5.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados do estudo com o espectrofotometro NIR comercial
A seguir serdo apresentados os resultados obtidos, com base no experimental executado
utilizando-se um espectrofotometro NIR comercial, para o estudo de uma regido espectral

informativa para direcionar a escolha dos LEDs-NIR utilizados no fotometro.

5.1.1. Estudo e Selecdo da Regiao Espectral NIR
Os espectros médios das amostras comerciais ¢ das solugdes sintéticas de calibragdo, na
faixa espectral de 4000 a 14000 cm™, estdo apresentados na Figura 29. Boa parte do espectro
apresenta sinal analitico saturado ou ruido espectral elevado. A regido que contém informacgdes a

respeito a dipirona encontra-se basicamente entre 7500 ¢ 10450 cm™ (Figura 30).
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Figura 29 - Espectros brutos das amostras e dos padrdes na regido NIR entre 4000 a 14000 cm™.

E possivel observar na imagem a presenga de absorbancias negativas na regido entre 7500 e
8300 nm. Esse comportamento se deve ao fato do ajuste de “100%” da transmitancia (absorbancia
zero) ter sido realizado com agua, cuja absortividade ¢ maior do que a da dipirona nesta regido.
Isso quer dizer que a presenga da dipirona na solucdo diminui o sinal absorbancia amostra em
relacdo a absorbancia do sinal do branco (que contém apenas moléculas de 4gua), ou seja, o sinal da
amostra nesta regido ¢ menor que o sinal do branco, cuja subtracdo leva a valores negativos de
absorbancia. Esses valores se tornam “mais negativos” & medida que se aumenta a concentragdo de

dipirona nas solugdes.
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Figura 30 - Espectros brutos das amostras e padrdes na regido NIR entre 7500 a 10450 cm™.
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Figura 31 - Espectros de absorbancia das amostras (espectros coloridos de menor intensidade) sobrepostos pelo
espectro da dgua (espectro, em azul, de maior intensidade) na regido NIR entre 7500 a 14000 cm.

Conforme se pode observar na Figura 31, essas regides onde ocorrem os sinais de

absorbancias negativas para as amostras de dipirona sodica injetavel estdo relacionadas basicamente
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a ocorréncia de 1° e 2° sobreton da dgua, cujas bandas de absorbancia caracterizam-se por serem
bastante largas e muito intensas. Observa-se ainda, que o sinal de 1° sobreton ¢ tdo intenso que

chega a saturar o detector.

A Figura 32 ilustra a regido selecionada (7500 a 14000 cm™') ampliada.
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Figura 32 - Espectros de absorbancia das amostras (espectros coloridos de menor intensidade) sobrepostos pelo
espectro da dgua (espectro, em azul, de maior intensidade) na regido NIR entre 7500 a 14000 cm.

A regido escolhida para analise foi a faixa espectral compreendida entre 8200 ¢ 9110cm™,

Figura 33.
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Figura 33 - Espectros brutos das amostras e padrdes na regido NIR entre 8200 a 9110 cm™.

O ruido instrumental ¢ comum nessa regido espectral, e caso quiséssemos construir modelos

de calibracdo multivariada, este ruido poderia ser facilmente tratado pelo uso de uma técnica de
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suavizagdo adequada, por exemplo, a suavizacio Savitzky-Golay!*®®l que ajusta, pelos minimos
quadrados, um polindmio de baixa ordem aos pontos de uma janela. Observa-se também um
deslocamento de linha de base, que provavelmente ¢ devido a variagdo do indice de refracao, que

151 Estudos utilizando este

também poderia ser corrigido pelo uso de métodos derivativos
tratamento foram efetuados e modelos de calibracio multivariada foram construidos para a
quantifica¢io de dipirona sddica, e para maiores detalhes consulte Sanches et. all*>1,

Com relagdo a Figura 33, as bandas de absor¢do que aparecem em 8333 ¢ 9091 cm™ (que
correspondem, respectivamente, a 1200 e 1100 nm) estdo associadas basicamente ao segundo
sobreton de CH, pertencentes as moléculas de dipirona da amostra analisada (em func¢do dos grupos
CH,CH2 e CHs presentes na cadeia carbonica principal de estrutura aberta, como também nas
ramificacdes desta, que geram absorcoes em torno de 1100 e de 1200 nm, sendo que a absor¢ao ¢
maior na regido de 1100 nm em fungdo da grande contribui¢do dos grupos CH do anel aromatico).

A Figura 34 ilustra a localizacdo desta regido no espectro NIR, bem como os grupos funcionais

responsaveis pela origem das bandas de combinagdes e sobretons®,
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Figura 34 — Atribui¢des de bandas NIR de sobretons e combinagdes™.
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5.1.2. Tratamento estatistico para a escolha dos LEDs

O conjunto de amostras foi entdo dividido em subconjuntos de calibracao (65 amostras), de
validagdo (33 amostras) e de predicdo (33 amostras) através da aplicacdo do algoritmo SPXY
(sample set partitioning based on joint x-y distances)2°l.

Uma vez selecionado os subconjuntos, estes foram utilizados no processo de selecdo de
varidveis usando o algoritmo das proje¢des sucessivas - SPA (Successive Projections Algorithm)[20%-
2031 ¢ mais recentemente, foram utilizados no processo de selegdo varidveis por intervalos usando o
algoritmo iSPA (Interval Successive Projections Algorithm)i2942%1 sendo que o primeiro esti
associado a regressdo MLR e o segundo a regressao PLS. Os algoritmos de sele¢do de amostras
(SPXY), de variaveis (SPA-MLR), ¢ de intervalos (iISPA-PLS) foram elaborados e executados em
ambiente Matlab® 2010b (Mathworks).

O algoritmo SPA-MLR compreende basicamente trés etapas. Inicialmente, o algoritmo
seleciona subconjuntos de varidveis com base no critério de minimiza¢do da multicolinearidade.
Esses subconjuntos sdo obtidos de acordo com uma seqiiéncia de operagdes de projegdes aplicadas
nas colunas da matriz de calibraciol?°¢l,

A etapa seguinte (fase 2 do SPA-MLR) consiste em avaliar a correlagdo das cadeias com o
parametro de interesse. Nesta fase, o melhor subconjunto é escolhido de acordo com um critério que
avalia a habilidade de predi¢do de um modelo MLR para o conjunto de validagdo, utilizando
validagdo cruzada ou um conjunto de teste independente, e calcula-se o RMSE (Root Mean Squares
Error)[201,206],

A terceira e ultima fase, proposta por Galvdo e colaboradores!?®®l| consiste em eliminar as
variaveis que ndo apresentam melhoria em termos de valor PRESS (Predicted Residual Error Sum
of Squares), com base em um teste F. A estatistica PRESS[?? ¢ uma medida de validagio obtida
pela eliminagdo de cada observagdo, uma por vez, e prevendo-se esse valor dependente com o
modelo de regressdo estimado a partir das demais observagdes. Para isso, a cada varidvel ¢
associado um “fator de relevancia” dado pelo produto do desvio padrao amostral ¢ mdédulo do
coeficiente de regressdo desta variavel. Posteriormente, os modelos MLR sdo construidos incluindo
progressivamente as variaveis em ordem decrescente de importancia e a cada nova varidvel
adicionada calcula-se o valor de PRESS para um conjunto de validagdo a cada variavel incluida. O
menor numero de varidveis para qual o valor de PRESS nao difere do minimo global empregando
um teste F a 75% de confianga ¢ empregado no modelo MLR final.

J4 no algoritmo iSPA-PLSI[?042%] inicialmente a matriz de calibracio Xcal é particionada em

Ical dependendo da quantidade de intervalos determinados pelo usuario. As matrizes Ical possuem
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igual quantidade de varidveis, contudo em situacdes em que a razdo entre o niimero de colunas de
Xcal e a quantidade de intervalos nao for exata os primeiros intervalos receberdo uma variavel a
mais. Para cada intervalo, ¢ escolhida uma variavel “representante” do mesmo. Esta escolha ¢ feita
determinando a norma de cada variavel do intervalo.

Na etapa seguinte, ¢ determinada a varidvel que apresenta a maior norma de cada intervalo,
que s3o denominadas variaveis representante do respectivo intervalo. No final da etapa de projecoes
¢ gerada a matriz SEL contendo os indices das varidveis representantes que forma cada cadeia de
intervalos. Nesta fase, usa-se as variaveis representantes com indices SEL(1,k), SEL(2.,k), ...,
SEL(m,k) para construir um modelo PLS empregando os respectivos intervalos, com validagao
cruzada completal?04.205],

A partir dos conjuntos de amostras selecionados pelo SPXY, o algoritmo SPA-MLR

selecionou as variaveis espectrais mais informativas e ndo redundantes. A Figura 35 mostra a

variagdo do RMSEV versus o nimero de variaveis selecionadas pelo SPA-MLR.
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Figura 35 — Variagdo do RMSEV (% m/v) em fungdo do numero de variaveis selecionadas pelo SPA-MLR.

Conforme se pode observar na Figura 35, ocorre uma queda acentuada do RMSE até 2
variaveis, ¢ depois o RMSEV praticamente ndo varia até 6 varidveis, onde volta a cair, e
posteriormente praticamente ndo varia mais. Embora 2 varidveis parecesse ser a escolha do
algoritmo, em fun¢do da queda no erro de validacio do modelo MLR, o algoritmo SPA-MLR
selecionou 6 variaveis mais informativas. As varidveis selecionadas pelo SPA-MLR sao

apresentadas na Figura 36.



CAPITULO V 93

0.08 - .

0.06 - .

0.04 - ]

0.02 .

Absorbancia

-0.02

_0 X 04 1 | | L 1 L L 1 J
8200 8300 8400 8500 8600 8700 8800 8900 9000 9100 9200

Numero de onda

Figura 36 - Espectro NIR de uma amostra de dipirona sodica, indicando as variaveis selecionadas pelo SPA-MLR.

As variaveis selecionadas pelo SPA-MLR (Figura 36), com exce¢do de uma variavel
selecionada no extremo do espectro NIR, encontram-se distribuidas basicamente em duas regides,
uma entre aproximadamente 8500-8600 cm™ (= 1176-1163 nm, ou seja, por volta de 1200 nm) e
outra entre aproximadamente 8780-8850 cm™! (= 1139-1130 nm, ou seja, por volta de 1100 nm).

Posteriormente, a partir dos mesmos conjuntos de amostras selecionados pelo SPXY,
aplicou-se o algoritmo iISPA-PLS. A Figura 37 mostra a variagdo do RMSECYV versus o numero de

fatores inclusos no modelo PLS global (usando 10 intervalos e 7 varidveis latentes).
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Figura 37 — Variagdo do RMSECV (% m/v) em fungdo do ntimero de fatores PLS global.
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Com base nos graficos apresentados na Figura 37, é possivel perceber que apds o segundo
fator praticamente ndo ocorre variagdo significativa no valor do RMSECV. O resultado sugere que
dois fatores sdo suficientes para descrever o sistema em estudo. A Figura 38 apresenta os intervalos

selecionados pelo iISPA-PLS.
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Figura 38: Variaveis selecionadas pelo algoritmo iSPA-PLS usando 2 variaveis latentes.

Como se pode observar, as regides selecionadas pelos dois algoritmos sdo bastante
parecidas. E, como o iISPA-PLS seleciona faixas, ele mostra-se mais adequado na escolha dos LEDs
a serem utilizados no fotdmetro proposto, uma vez que a luz emitida pelo LED ndo ¢
monocromatica.

Essas duas regides sdo bastante promissoras para a quantificacdo dos medicamentos
injetaveis uma vez que apresenta uma reposta bastante linear na regressdo PLS (RMSEP: 0,69; r:
0,9865; R% 0,9733; BIAS: 0,1784), conforme se pode observar na Figura 39. Entretanto, a
principio, como para a construgdo do fotdmetro ird usar-se apenas um LED (ou seja, um
comprimento de onda) para a screening da conformidade dos medicamentos injetaveis, assim ¢
prioritario saber qual regido ¢ a mais informativa para ser utilizada na analise das amostras. Entdo,
com esse intuito, aplicou-se novamente o algoritmo iISPA-PLS (usando 10 intervalos e 7 variaveis
latentes), porém utilizando um fator para descrever o sistema em estudo. A Figura 40 apresenta o
intervalo de variaveis selecionado pelo iISPA-PLS.

A regido selecionada encontra-se entre aproximadamente 8840-8940 cm™ (= 1131-1118 nm,

ou seja, por volta de 1100 nm).
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Figura 39 - Valores de referéncia versus os valores preditos pelo modelo iISPA-PLS usando 2 variaveis latentes.
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Figura 40: Intervalo selecionado pelo algoritmo iSPA-PLS usando 1 variavel latente.

E interessante ressaltar que a regido selecionada pelo algoritmo iSPA-PLS

seria a regido de

escolha de um analista experiente, com habilidade quimica, visto que esta ¢ a regido de maior

intensidade de absorbancia.

O intervalo selecionado pelo algoritmo ISPA-PLS foi entdo utilizada como base para a

escolha do LED utilizado no fotémetro LED-NIR, descrito no Capitulo I11.
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5.2. Resultados do estudo com o espectrofometro NIR comercial

5.2.1. Avaliacdo de desempenho do fotometro LED-NIR na analise screening

A Farmacopéia preconiza valores aceitaveis como sendo +10 % acima e —5% abaixo do teor
nominal de dipirona nos medicamentos injetaveis, € como os medicamentos injetaveis analisados
apresentam um teor nominal de 50 % m/v, o limite de corte inferior adotado na analise screening foi
igual a 47,5 % m/v e limite superior adotado foi igual a 55 % m/v. Para encontrar a regido de nao
confiabilidade (ou de incerteza) da analise screening foram preparadas solugdes padrdo de dipirona
sodica em concentragdes bem proximas a esses pontos de corte. Estudos preliminares realizados
utilizando analise screening demonstram que o instrumento desenvolvido ndo apresenta
sensibilidade suficiente para distinguir variacdes nas concentragdes iguais ou menores que 0,25%
m/v do principio ativo devido a baixa sensibilidade do fototrandutor para variagcdes de concentragado
dessa magnitude na regido do NIR. Em fun¢do disso, foram preparadas solugdes padrao com
variagdes minimas de concentracdo de +0,5% m/v dos valores de corte. Para cada ponto de corte
foram preparados sete niveis de concentragdo: 45; 46; 47; 47,5; 48; 49; 50 % m/v para avaliar a
imprecisdo do ponto de corte inferior; e 53; 54; 54,5; 55; 55,5; 56; 57 % m/v para avaliar a
imprecisdo do ponto de corte superior. Para cada nivel de concentragdo foram preparadas 10
solucdes (ou seja, 10 replicatas auténticas), perfazendo um total de 140 solugdes.

A Tabela 6 apresenta o resultado da analise screening para os padrdes previamente
preparados. Os dados apresentados na Tabela 6 mostram que: todas as medidas realizadas para
concentragdes abaixo de 47 % foram discriminadas como n3o conformes; todas as medidas
realizadas para concentracdes entre 49 % e 54,5 % foram discriminadas como conformes; e todas as
medidas efetuadas acima de 55,5 % foram discriminadas como ndo conformes. A regido de nao
confiabilidade para o ponto de corte inferior estd localizada entre 47% e 49%; e a regido de nao
confiabilidade para o ponto de corte superior esta localizada entre 54,5% e 55,5%. Os dados
contidos nesta tabela foram utilizados para determinar a taxa de repostas positivas e a taxa de
respostas negativas obtidas para o ponto de corte inferior e para o ponto de corte superior.

A Tabela 7 apresenta o nimero ¢ a taxa de respostas positivas e negativas obtidas nos sete
niveis de concentragdo do limite de corte inferior (47,5 % m/v), e a Tabela 8 apresenta o numero e
a taxa de respostas positivas e negativas obtidas nos sete niveis de concentracao do limite de corte
superior (55 % m/v). Esta analise foi utilizada para se determinar a regido de incerteza da analise

screening.
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Tabela 6 - Respostas positivas e negativas obtidas pela analise screening, onde N representa amostra nao conforme, e

conf. representa amostra conforme.

Padrdo | R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
45,0 N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
46,0 N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
47,0 N Conf. Conf. N Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
N Conf. Conf. N Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
N Conf. Conf. N Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
47,5 Conf. Conf. Conf. N N Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. N N Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. N N Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
48,0 Conf. N Conf. N N N Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. N Conf. N N N Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. N Conf. N N N Conf. Conf. Conf. Conf.
49,0 Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
50,0 Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
53,0 Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
54,0 Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf. Conf.
54,5 Conf. N Conf. Conf. Conf. Conf. N N Conf. Conf.
Conf. N Conf. Conf. Conf. Conf. N N Conf. Conf.
Conf. N Conf. Conf. Conf. Conf. N N Conf. Conf.
55,0 N N Conf. Conf. Conf. N Conf. N N N
N N Conf. Conf. Conf. N Conf. N N N
N N Conf. Conf. Conf. N Conf. N N N
55,5 N Conf. Conf. N N N N N N N
N Conf. Conf. N N N N
N. Conf. Conf. N N N N N N N
56,0 N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
57,0 N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N
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Tabela 7 - Numero e taxa de respostas positivas e negativas obtidas em sete niveis de concentra¢do ao redor do limite

de corte inferior (47,5 % m/v).

Nivel de concentracéo Resposta Resposta Taxa de Taxa de
(%) Positiva Negativa resposta resposta
Positiva (%) | Negativa (%0)
45,0 0 10 0 100
46,0 0 10 0 100
47,0 8 2 80 20
47,5 8 2 80 20
48,0 6 4 60 40
49,0 10 0 100 0
50,0 10 0 100 0

Tabela 8 - Numero e taxa de respostas positivas e negativas obtidas em sete niveis de concentra¢do ao redor do limite

de corte superior (55 % m/v).

Nivel de Resposta Resposta Taxa de Taxa de
concentracéo (%) Positiva Negativa resposta resposta
Positiva (%) | Negativa (%)
53,0 10 0 100 0
54,0 10 0 100 0
54,5 7 3 70 30
55,0 4 6 40 60
55,5 2 8 20 80
56,0 0 10 0 100
57,0 0 10 0 100

Para encontrar as regides de ndo confiabilidade da analise screening para a dipirona sédica,
foram elaboradas 2 curvas de desempenho (com a taxa de resposta positiva ¢ a taxa de resposta

negativa versus concentrac¢do). As curvas de desempenho sdo apresentadas nas Figuras 41 e 42.
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Figura 41 - Curva de desempenho de dipirona para o limite de corte 47,5% m/v.
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Figura 42 - Curva de desempenho de dipirona para o limite de corte 55% m/v.

Se a probabilidade de cometer uma decisdo errada for fixada em 5% para falso positivo e
falso negativo, a regido de incerteza calculada usando as curvas de desempenho apresentadas nas
Figuras 41 e¢ 42 estara entre 46,06 ¢ 48,88 % (m/v) para o limite de 47,5 % (m/v) de dipirona
sodica, e entre 54,12 e 55,88 % (m/v) para o limite de 55 % (m/v) de dipirona sodica.

A Figura 43 apresenta os valores das concentragdes medidas versus os valores médios das

absorbancias obtidas para as 10 replicatas.
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Figura 43 — Grafico de dispersdo dos valores médios das medidas (n = 10) das 14 amostras para o método screening.

Sobre a Figura 43 foram sobrepostas as regioes de confiabilidade ¢ de ndo confiabilidade

obtidas pela analise screening para a dipirona sodica, para indicar a regido de conformidade, de ndo

conformidade, de falsos positivos e de falsos negativos encontrados. O resultado ¢ apresentado na

Figura 44.
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Figura 44 — Grafico de dispersdo dos valores médios das medidas (n = 10) das 14 amostras para o método screening,
com as regides de confiabilidade das analises.
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Com base nos resultados obtidos, pdde-se constatar que: variagdes da ordem de 1 % entre as
concentragdes de dipirona apresentam-se bem definidas, mostrando que o instrumento apresenta
sensibilidade suficiente para discerni-las. Assim, com base na analise screening efetuada, cujos
dados encontram-se apresentados nas Figuras 41, 42, 43 e 44, podemos constatar que o instrumento
¢ sensivel ao analito e apresenta boa resposta para pequenas variacdes de concentracdo de dipirona
sodica (na ordem de +1%).

O resultado da analise screening para as amostras comerciais esta apresentado nas Tabelas
13 a 28 (Anexo I), juntamente com os valores de concentragdes previstos pela curva analitica. O
indice de acertos encontrados pela analise screening foi de 91,61%. As amostras que foram
classificadas erroneamente em fungdo das concentragdes previstas encontrarem na regido de

incerteza da analise screening, proximas aos limites de corte.

5.2.2. Avaliacdo do desempenho do fotdmetro LED-NIR na analise quantitativa
Nesta etapa ¢ feita a determinagdo dos parametros de desempenho analitico (ou figuras de
mérito) para o método de analise quantitativa usando o fotdmetro LED-NIR, tais como, faixa linear
de concentracdo, limite de detec¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ), etc. Para isso foi construida a
curva analitica ¢ esta foi validada usando a analise de variancia (ANOVA). Na Figura 45 ¢

apresentada a curva analitica construida usando o fotometro LED-NIR desenvolvido.
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Figura 45 — Curva analitica usando os LEDs de 1050 nm.
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Pela aplicacdo do método dos minimos quadrados na curva, obteve-se uma equacao linear
do tipo: A=a+ b * C, onde A ¢ a absorbancia, a ¢ o coeficiente linea da reta, b ¢ o coeficiente
angular da reta e C ¢ a concentracdo do analito. O coeficiente linear obtido foi: a = 0,0068 +
0,0142; ¢ o coeficiente angular obtido foi: b = 0,0043 £ 0,0001; e coeficiente de correlagdo linear
(r) encontrado foi de 0,9997.

A Tabela 9 apresenta o tratamento estatistico dos dados da curva analitica pela analise de
variancia (ANOVA). Para verificar se o modelo explica uma quantidade significativa de variacdes

nos dados experimentais utilizou-se o teste F.

Tabela 9 — Analise de variancia para o ajuste do modelo linear, usando LEDs de 1050 nm.

Fonte de Soma Graus de Média
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 4,54 x 102 1 4,54 x 102
Residuos 1,65x 10* 19 8,68 x 10°°

Falta de ajuste 5,77 x 107 5 1,15x 10°
Erro puro 1,07 x 10 14 7,67 x 10
Total 4,56 x 10 20

R?: 0,9964
Variagéo percentual explicada pelo modelo: 99,64 %
Variacdo percentual maxima explicavel pelo modelo: 99,76 %

MQfaj/M er MQreg/MQres Ftabelado
Analise de falta de ajuste 1,5 2,96

Analise de significancia de regressao 5233,83 4,38

Com base na ANOVA pode-se dizer que o modelo encontra-se ajustado as observagdes. A
regressao foi significativa estatisticamente ao nivel de confianca de 95%, apresentando boa
correlacdo com os dados e, portanto, serve para fins preditivos para cobrir a faixa de variagdo das
concentragdes estudadas. Em adicional, como a faixa linear de concentracdo (ou linearidade) de um
método analitico instrumental ¢ aquela em que uma resposta linear ¢ obtida dentro dos limites
inferior e superior de concentragio desta faixa, com base nos valores de r e R? obtidos, pode-se
afirmar que o sistema ¢ linear para a faixa de concentracdo de dipirona sodica estudada.

A Figura 46 apresenta o grafico dos residuos do modelo. Os residuos apresentam-se

distribuidos aleatoriamente sobre a bissetriz, indicando a auséncia de tendéncias.
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Figura 46 — Grafico dos residuos da primeira curva analitica.

Com base na medida de 30 brancos (com as duas ampolas: branco e amostra, preenchidas
com agua para injetaveis) foram determinados os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacio

(LOQ), usando as equagdes abaixo.

LOD=3xs e LOQ=10xs
b

onde s € o desvio padrao do branco e b ¢ a inclinagao da reta

Os valores encontrados para o LOD e para o LOQ foram de 1,09 e 3,65 % m/v,
respectivamente.

A curva analitica construida foi utilizada na previsdo das concentragdes das amostras
comerciais obtidas. Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 13 a 28 (Anexo 1), juntamente
com a classificagdo dada pela analise screening.

A Tabela 10 apresenta os lotes, o prazo de validade e a quantidade de amostras comerciais
da empresa Farmace que foram analisadas.

Para avaliar a capacidade do método na determinagdo das concentracdes do analito, foram
selecionadas aleatoriamente uma amostra de cada lote analisado (num total de 17 amostras), e estas
foram abertas e suas concentragdes foram determinadas seguindo-se o método de referéncia
(titulagdo iodométrica) estipulado pela Farmacopéia Brasileiral’®. A Tabela 11 apresenta os valores

de concentracao obtidos pelo instrumento desenvolvido para essas 17 amostras, juntamente com 0s
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valores de concentragdo das andlises realizadas no laboratério (utilizando-se o método de
referéncia); e também apresenta os valores de concentracdo fornecidas pelo fabricante para cada

lote (o qual ¢ realizado de forma amostral e aleatoria).

Tabela 10 — Lotes, validade e quantidade das amostras comerciais adquiridas para analise.

Lote Validade Quantidade

DP12L148 11/2014 150
DP12B032 112014 50
DP121131 11/2014 98
DP12E073 11/2014 2
DP10B015 02/2012 20
DP0O9E063 05/2011 20
DP0O9H109 08/2011 20
DP09G093 07/2011 20
DP101103 09/2012 20
DP10H098 08/2012 20
DP10D046 04/2012 20
DP09F067 04/2012 20
DP10F064 06/2012 20
DPO9I111 09/2011 20
DP10A005 01/2012 20
DP10E059 05/2012 80

DP0006 06/2006 20

Como se pode observar na Tabela 11, os resultados obtidos mostraram que os teores de
dipirona obtidos com o fotometro LED-NIR desenvolvido estdo bastante concordantes tanto com os
valores fornecidos pelo fabricante, como com os valores obtidos pelo método oficial de andlise
(Iodometria).

Para melhor detalhamento dos resultados obtidos, uma avaliagao foi efetuada observando-se

as variacoes das medi¢Oes entre os lotes analisados. Para isso, foram calculados: a variancia
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conjunta, a concentragdo média, o desvio padrdo conjunto, e o coeficiente de variagdo, medido em

termos do desvio padrao relativo, RSD dos dados.

Tabela 11 — Dados obtidos da analise amostral dos lotes de dipirona sodica analisadas com o fotdmetro, e com método
de referéncia, juntamente com os valores de analise fornecidos pela inddstria farmacéutica

LOTE Concentracdo % (m/v) | Concentragdo % (m/v) | Concentragdo % (m/v)
Fotometro industria Referéncia
1 DP12L148 49,96 50,24 50,00
2 DP12B032 52,62 50,91 52,13
3 DP121131 50,62 50,64 50,00
4 DP12E073 53,25 50,64 53,20
5 DP10B015 49,66 51,32 50,27
6 DP0O9E063 50,59 50,48 50,00
7 DP0O9H109 50,29 51,11 50,00
8 DP09G093 51,76 50,24 50,00
9 DP101103 50,24 50,74 50,00
10 DP10H098 49,92 50,74 50,53
11 DP10D046 51,10 50,86 51,06
12 DP0O9F067 50,49 51,19 50,27
13 DP10F064 50,64 50,74 50,00
14 DPO9I111 49,92 51,45 49,47
15 DP10A005 48,99 51,37 49,50
16 DP10E059 50,03 51,09 50,00
17 DP000006 49,81 - 50,00

A variancia conjunta calculada foi de 1,168, o valor médio das concentracdes previstas para
os lotes foi de 50,58 % m/v, o desvio padrdo conjunto foi de 1,080, o RSD conjunto foi de 2,13 %, e
o erro relativo conjunto foi de 0,40%. Assim, utilizando o valor de t tabelado para 95% de confianga
a precisdo média estimada foi de 50,58 + 1,89 % m/v.

O instrumento conservou-se estavel ao longo de todas as analises, mantendo suas
caracteristicas metroldgicas praticamente constantes e com boa discri¢cdo entre as medidas.

Um fato bastante interessante observado, foi encontrar os valores de concentra¢do do analito
praticamente invaridveis mesmo apos ter se passado muito tempo do prazo de validade (Tabelas 13

a 28, Anexo I). Este fato ¢ possivel em fungdo do rigor estabelecido no processo produtivo para
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essa classe de medicamentos. Outro fato interessante observado foi a variagdo do valor da
concentragdo do analito ao longo do mesmo lote. Essa variagdo ¢ possivel em virtude da alta
concentracdo do analito na solu¢do, o que requer um tempo maior de mistura para sua
homogeneizagdo. Entretanto, o preparo do analito ndo pode ser muito demorado, pois isso gera mais
custo para o produtor. Assim, qualquer aceleragdo do sistema para agilizar o tempo de producao
pode gerar variagdo nas concentracdes das amostras do lote envazado, uma vez que o equilibrio
ainda nao ocorreu, ¢ a solugdo ainda nao esta homogénea. Deste modo a primeira parte do produto
envazado terd uma concentragdo bem superior a ultima parte do produto envazado.

A Tabela 12 apresenta o maior € o menor valor de concentragdo encontrado pelo fotometro

LED-NIR duplo feixe em cada lote analisado.

Tabela 12 — Apresentagdo dos maiores e dos menores valores obtidos na analise dos lotes de dipirona sodica injetavel
pelo fotometro LED-NIR.

LOTE Menor valor concentragdo % (m/v) | Maior valor concentragao % (m/v)

1 DP12L148 47,34 51,21
2 DP12B032 47,92 54,75
3 DP121131 48,44 53,25
4 DP12E074 52,71 53,25
5 DP10B015 47,94 49,66
6 DPO9E063 49,82 51,67
7 DP0O9H109 48,02 50,29
8 DP09G093 51,46 52,82
9 DP101103 47,9 51
10 | DP10H098 47,4 49,92
11 DP10D046 49,25 51,41
12 DP09F067 48,78 51,1
13 DP10F064 48,94 50,64
14 DPO9I111 49,92 51,71
15 | DP10A00S 47,62 48,99
16 DP10E059 47,52 51,26
17 DP000006 49,26 50,91
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A Figura 47 apresenta a variagdo entre o maior ¢ o menor de concentragdo encontrado em

cada lote analisado.
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Figura 47 — Dispersdo entre as contragdes dos lotes analisados, onde: M ilustra o maior valor encontrado, ¢ ¢
representa o menor valor encontrado pelo fotdmetro.

Em verde esta ilustrada a maior e a menor dispersdo encontrada em termos de concentragdo,
dentro dos lotes. O quadrado verde maior refere-se ao lote DP12B032, que ¢ o lote que apresenta
maior variagdo nos valores de concentragdo determinados pela analise fotométrica. Como as
variacoes de concentragdes entre os lotes ndo sdo constantes, ou seja ndo hd um perfil ou uma
tendéncia na variabilidade das determinagdes, pode-se demonstrar que ndo hé um erro instrumental
nas medidas, ou seja a variacdo das concentragdes ndo sdo determinadas por imprecisdes nas
medidas ocasionadas pelo instrumento e sim variagdes dentro do préoprio lote, uma vez que ndo se
observa tendéncias nas determinacdes. Assim, muito embora este ndo seja o foco do trabalho, um
acompanhamento do processo produtivo da industria farmacéutica também poderia ser realizado
com o instrumento desenvolvido, envolvendo andlises periodicas, para detectar variagdes no

processo produtivo.
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6.0. CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um fotémetro LED-NIR microcontrolado e portatil,
destinado a determinacao de dipirona sodica em soluc@es injetaveis, de maneira rapida, econémica
e confiavel.

O instrumento desenvolvido permite determinar a concentracdo do principio ativo do
medicamento injetavel, diretamente em sua embalagem, sem a violacdo da mesma (analise nao-
destrutiva e ndo-invasiva), ou seja, mantém a integridade das amostras comerciais. A metodologia
desenvolvida dispensa o tratamento prévio das amostras e uso de reagentes caros, toxicos e danosos
ao meio ambiente, como o método de referéncia (lodometria).

O fotdbmetro desenvolvido € bastante estavel, de facil manuseio e apresenta resultados
facilmente compreendidos pelo analista. Por ser portatil, possibilita 0 seu uso em analises de campo.
No caso da necessidade de uma re-calibracéo do instrumento, necessita-se apenas de novas medidas
de amostras padr@es para o estabelecimento dos novos limites de cortes estabelecidos pelos érgaos
fiscalizadores.

A incorporacdo de um método screening minimiza o tempo e o custo das analises, e
possibilita o direcionamento das amostras para procedimentos mais rigorosos apenas quando as
mesmas estdo degradadas/adulteradas ou sobre suspeita de degradacdo/adulteracdo. Ademais, uma
analise mais rigorosa também pode ser realizada mediante o uso de uma curva analitica, a qual se
mostrou bastante promissora para a quantifica¢do do principio ativo dipirona.

Para a escolha dos dispositivos emissores de luz utilizados na construgéo do fotometro, foi
realizado um estudo prévio das amostras analisadas usando a espectrometria NIR. Os resultados da
selecdo de varidveis e de intervalos mostraram que o comprimento de onda de 1100 nm é o mais
apropriado para correlacionar os espectros NIR e a concentracdo de dipirona sodica nas ampolas.
Esse comprimento de onda selecionado norteou a escolha do LED do fotdmetro proposto para o
controle de qualidade de ampolas de dipirona sddica injetaveis. O valor nominal dos LEDs
empregados foi de 1050+ 50 nm.

As principais etapas do trabalho que compreendiam o planejamento, o0
desenvolvimento/construcdo do fotdmetro duplo feixe LED-NIR e a determinacdo do analito de
interesse, foram realizadas. Para que isso fosse possivel, foi incorporado ao sistema eletrénico do
instrumento desenvolvido um driver de comunicacdo USB 2.0, para a transferéncia dos dados
produzidos pelo fotbmetro para um notebook, e o tratamento dos dados foi todo controlado por um

programa desenvolvido em interface Labview versdo 10.0. A incorporacdo desse software foi
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importante, pois possibilitou a execugdo das andlises e 0o armazenamento dos dados de modo
automatico e continuo, além de possibilitar o tratamento estatistico dos dados obtidos.

No software desenvolvido foram incorporadas as op¢des de screening e de determinagéo
quantitativa via curva analitica para que o usuario realize a medida de acordo com sua necessidade,
ou caso deseje, realize as duas opgdes simultaneamente.

Devido as caracteristicas de analises adotadas, foi possivel desenvolver um instrumento de
baixo custo, microcontrolado, leve, de facil portabilidade, simplicidade de acesso, e facilidade de
uso e manipulacao pelos analistas.

Uma curva de performance foi construida para avaliar o indice de acertos obtidos pela
analise screening utilizando o fotdmetro desenvolvido. Com as curvas de performance foi possivel
identificar a regido duvidosa ou de ndo confiabilidade que abrange os falsos positivos e falsos
negativos para a analise de dipirona sodica injetavel, a qual evidencia e reforca a importancia de
uma analise quantitativa utilizando a curva analitica.

Todas as medicGes foram realizadas com as amostras comerciais devidamente fechadas, e
posteriormente foi selecionada uma amostra de cada lote para a realizacao das devidas analises pelo
método de referéncia (titulacdo iodométrica), para avaliar a capacidade do instrumento
desenvolvido em prever as concentrac@es reais do principio ativo no medicamento analisado.

Os resultados obtidos mostraram que os teores de dipirona estdo bastante concordantes tanto
com os valores fornecidos pelo fabricante, como com os valores obtidos pelo método oficial de
analise.

Os testes realizados para avaliar o desempenho do fotdmetro desenvolvido mostraram que o
instrumento apresenta uma boa resposta na determinagdo de conformidade do analito, onde o indice
de acertos encontrados pela analise screening foi de 91,61%, e a taxa de erros foi de 8,36%. O
instrumento apresenta linearidade nas repostas obtidas em fungdo da concentracdo da dipirona
sddica nas solugbes de calibragdo (R? = 0,9964, na faixa de calibracdo de 5 a 60 % m/v),
estabilidade e discriminacdo nas medidas obtidas. Na andlise inter-lotes, a varidncia conjunta
calculada foi de 1,168, o valor médio das concentra¢des previstas para os lotes foi de 50,58 % m/v,
0 desvio padrdo conjunto foi de 1,080, 0 RSD conjunto foi de 2,13 %, e o erro relativo conjunto foi
de 0,40 %. Assim, utilizando o valor de t tabelado para 95% de confianca a precisdo média estimada
foi de 50,58 + 1,89 % mi/v.

Muito embora este ndo seja o foco do trabalho, um acompanhamento do processo produtivo
da inddstria farmacéutica também poderia ser realizado com o instrumento desenvolvido,

envolvendo analises periddicas, para detectar variacbes no processo produtivo. A anélise realizada
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por este instrumento permite a identificacdo de possiveis produtos fora das especificaces
quantitativas esperadas para o farmaco em analise, ou seja, ndo conformes com os valores
preconizados pela Farmacopeia Brasileira.

O instrumento realiza medicbes de parametros de qualidade de medicamentos injetaveis
diretamente em suas ampolas, sem qualquer violacdo fisica ou quimica das amostras evitando a
destruicdo, o consumo e a contaminacdo das mesmas. Além do fato de a analise ser efetuada de
forma néo destrutiva/néo invasival*®!, o instrumento desenvolvido exibe uma ampla aplicabilidade
analitica pela facil e flexivel troca dos LEDs; dispde de simplicidade e rapidez nas medicGes; baixo

custo de producdo e de manutencéo, e exige pouca manipulacdo analitica.

6.1. Propostas futuras
Como propostas futuras para melhoria do fotobmetro LED-NIR desenvolvido e para que o
instrumento possa ser utilizado para uma variedade de medicamentos injetaveis, modificacGes
deverdo ser realizadas. Algumas dessas modificacdes séo citadas a seguir:
o Utilizar diferentes métodos para a degradacdo da dipirona e comparar os resultados das

analises efetuadas pelo fotdmetro desenvolvido com a metodologia oficial.

e Desenvolver e incorporar ao fotbmetro desenvolvido um acessorio que comporte uma maior
guantidade de LEDs-NIR de modo a abranger toda a regido NIR detectavel pelo fototransdutor
de InGaAs usado de modo a torna-lo um fotdmetro multiLED-NIR, o que ira permitir o controle
de qualidade de um nimero mais abrangente de medicamentos injetaveis em parcerias com as

industrias farmacéuticas utilizando as mesmas estratégias de acdo adotadas neste trabalho;

e Construir novos modelos para a determinacdo de outros parametros de qualidade, tais como:

densidade, pH, viscosidade, indice de refracao, etc.;

e Buscar a devida Patente do instrumento desenvolvido de modo a garantir financiamento para o
desenvolvimento/construcdo de fotbmetros microcontrolados a base de LEDs-NIR para analise
dedicada de medicamentos, de forma rapida, ndo dispendiosa e acessivel as industrias
farmacéuticas, aos hospitais, clinicas médicas e farmacias, e aos 6rgdos responsaveis pela

fiscalizacdo e controle de qualidade.

eSugerir esta metodologia, junto aos Orgdos responsaveis, como meétodo oficial para
fiscalizacdo/controle de qualidade do teor de dipirona sodica em medicamentos injetaveis
realizados pela ANVISA, e neste sentido, buscar acreditacdo do instrumento desenvolvido junto
ao INMETRO;
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Tabela 13 - Resultado da analise do lote DP12L.148 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP12L.148-01 Conforme 48,65
DP121.148-02 Conforme 48,65
DP121.148-03 Conforme 48,65
DP121.148-04 Né&o Conforme 47,59
DP121.148-05 Conforme 48,54
DP121.148-06 Conforme 48,94
DP121.148-07 Conforme 48,50
DP121.148-08 Conforme 48,04
DP121.148-09 Conforme 48,67
DP121.148-10 Nao Conforme 47,48
DP12L.148-11 Conforme 48,04
DP121.148-12 Conforme 49,54
DP121.148-13 Conforme 47,89
DP121.148-14 Né&o Conforme 47,64
DP121.148-15 Nao Conforme 47,63
DP121.148-16 Conforme 47,77
DP121.148-17 Conforme 48,43
DP121.148-18 Conforme 48,86
DP121.148-19 Conforme 48,29
DP121.148-20 Conforme 48,43
DP121.148-21 Conforme 50,64
DP121.148-22 Conforme 51,18
DP12L.148-23 Conforme 50,94
DP12L.148-24 Conforme 49,29
DP12L.148-25 Conforme 49,44
DP12L.148-26 Conforme 48,84
DP12L.148-27 Conforme 50,64
DP12L.148-28 Conforme 48,73
DP12L.148-29 Conforme 50,19
DP12L.148-30 Conforme 48,99
DP12L.148-31 Conforme 48,29
DP12L.148-32 Conforme 48,24
DP12L.148-33 Nao Conforme 47,67
DP12L.148-34 Conforme 48,67
DP12L.148-35 Conforme 49,52
DP12L.148-36 Conforme 49,96
DP12L.148-37 Conforme 50,50
DP121L.148-38 Conforme 48,61
DP12L.148-39 Conforme 48,95
DP12L.148-40 Conforme 48,81
DP12L.148-41 Conforme 48,14
DP12L.148-42 Conforme 48,38
DP121.148-43 Conforme 48,34
DP12L.148-44 Conforme 48,48
DP12L.148-45 Conforme 48,20




DP12L.148-46 Conforme 49,33
DP121.148-47 Conforme 48,34
DP121.148-48 Conforme 49,04
DP12L.148-49 Conforme 49,04
DP12L.148-50 Conforme 47,91
DP12L148-51 Nao Conforme 47,67
DP121.148-52 Conforme 48,57
DP12L.148-53 Conforme 49,28
DP12L.148-54 Conforme 48,99
DP12L.148-55 Conforme 48,43
DP12L.148-56 Conforme 48,72
DP12L.148-57 Conforme 48,57
DP12L.148-58 Conforme 48,53
DP12L.148-59 Conforme 49,42
DP12L.148-60 Conforme 48,29
DP12L.148-61 Conforme 48,72
DP121.148-62 Conforme 48,72
DP12L.148-63 Conforme 48,43
DP12L.148-64 Conforme 49,42
DP12L.148-65 Conforme 48,29
DP12L.148-66 Conforme 49,14
DP121.148-67 Conforme 48,57
DP12L.148-68 Conforme 47,82
DP12L.148-69 Conforme 48,72
DP12L.148-70 Conforme 47,77
DP12L.148-71 Conforme 41,77
DP12L.148-72 Conforme 49,14
DP12L.148-73 Conforme 48,76
DP12L.148-74 Conforme 48,43
DP12L.148-75 Conforme 48,57
DP12L.148-76 Conforme 48,57
DP121.148-77 Conforme 48,86
DP12L.148-78 Conforme 48,29
DP12L.148-79 Conforme 48,43
DP12L.148-80 N&do Conforme 47,34
DP12L.148-81 Conforme 49,42
DP12L.148-82 Conforme 48,72
DP12L.148-83 Conforme 48,99
DP12L.148-84 Conforme 47,77
DP12L.148-85 Conforme 48,57
DP12L.148-86 Conforme 48,43
DP12L.148-87 Conforme 49,04
DP121.148-88 Conforme 48,57
DP12L.148-89 Conforme 48,22
DP12L.148-90 Conforme 48,72
DP12L148-91 Conforme 49,42
DP12L.148-92 Conforme 48,00
DP121.148-93 Conforme 48,86




DP12L.148-94 Conforme 48,15
DP121.148-95 Conforme 47,86
DP12L.148-96 Conforme 48,72
DP12L.148-97 Conforme 48,95
DP121.148-98 Conforme 49,09
DP12L.148-99 Conforme 48,81
DP121.148-100 Conforme 48,24

Tabela 14 - Resultado da analise dos lotes DP12B032 e

DP121.148 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificagdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP12B032-01 Conforme 50,9
DP12B032-02 Conforme 50,76
DP12B032-03 Nao Conforme 53,9
DP12B032-04 Conforme 50,76
DP12B032-05 Conforme 51,45
DP12B032-06 Conforme 53,45
DP12B032-07 Conforme 53,72
DP12B032-08 Conforme 50,76
DP12B032-09 Conforme 53,78
DP12B032-10 Conforme 50,21
DP12B032-11 Conforme 49,93
DP12B032-12 Conforme 50,48
DP12B032-13 Conforme 50,35
DP12B032-14 Nao Conforme 54,31
DP12B032-15 Nao Conforme 54,31
DP12B032-16 Nao Conforme 54,18
DP12B032-17 Conforme 50,90
DP12B032-18 Conforme 50,58
DP12B032-19 Conforme 51,29
DP12B032-20 Nao Conforme 54,02
DP12B032-21 Conforme 50,33
DP12B032-22 Conforme 49,78
DP12B032-23 Conforme 50,47
DP12B032-24 Conforme 49,78
DP12B032-25 Conforme 49,09
DP12B032-26 Nao Conforme 54,02
DP12B032-27 Conforme 48,95
DP12B032-28 Conforme 50,19
DP12B032-29 Conforme 50,33
DP12B032-30 Conforme 49,64
DP12B032-31 Nao Conforme 47,92
DP12B032-32 Né&o Conforme 54,16
DP12B032-33 Nao Conforme 54,75
DP12B032-34 Conforme 53,72
DP12B032-35 Nao Conforme 53,86
DP12B032-36 Nao Conforme 54,29
DP12B032-37 Né&o Conforme 54,46




DP12B032-38

Nao Conforme

53,88

DP12B032-39 Nao Conforme 54,01
DP12B032-40 Nao Conforme 54,46
DP12B032-41 Conforme 53,12
DP12B032-42 Conforme 53,37
DP12B032-43 Nao Conforme 55,01
DP12B032-44 Nao Conforme 54,42
DP12B032-45 Nao Conforme 54,71
DP12B032-46 Conforme 53,22
DP12B032-47 Conforme 53,67
DP12B032-48 N&do Conforme 53,82
DP12B032-49 Conforme 52,62
DP12B032-50 Conforme 50,64
DP12L.148-51 Conforme 50,18
DP121.148-52 Conforme 50,18
DP12L.148-53 Conforme 48,47
DP121.148-54 Conforme 48,94
DP12L.148-55 Conforme 49,25
DP12L.148-56 Conforme 48,78
DP12L.148-57 Conforme 49,15
DP12L.148-58 Conforme 49,87
DP12L.148-59 Conforme 50,64
DP12L.148-60 Conforme 50,18
DP12L.148-61 Conforme 49,21
DP12L.148-62 Conforme 51,10
DP121.148-63 Conforme 49,25
DP12L.148-64 Conforme 49,09
DP12L.148-65 Nao Conforme 47,55
DP12L.148-66 Conforme 49,72
DP12L.148-67 Conforme 49,41
DP121L.148-68 Conforme 50,03
DP12L.148-69 Conforme 49,61
DP12L.148-70 Conforme 50,18
DP12L.148-71 Conforme 48,47
DP12L.148-72 Conforme 49,87
DP121.148-73 Conforme 48,47
DP12L.148-74 Conforme 49,51
DP12L.148-75 Conforme 48,73
DP12L.148-76 Conforme 51,21
DP12L.148-77 Conforme 49,66
DP121.148-78 Conforme 50,13
DP12L.148-79 Conforme 50,13
DP12L.148-80 Conforme 48,57
DP12L148-81 Conforme 50,13
DP121.148-82 Conforme 48,88
DP12L.148-83 Conforme 48,42
DP12L.148-84 Conforme 50,28
DP12L.148-85 Conforme 49,19




DP12L.148-86 Conforme 49,09
DP121.148-87 Conforme 49,51
DP121.148-88 Conforme 50,59
DP12L.148-89 Conforme 49,66
DP12L.148-90 Conforme 49,66
DP12L148-91 Conforme 49,66
DP121.148-92 Conforme 50,59
DP12L.148-93 Conforme 48,73
DP12L.148-94 Conforme 50,44
DP12L.148-95 Conforme 49,66
DP12L.148-96 Conforme 49,04
DP121.148-97 Conforme 50,28
DP12L.148-98 Conforme 50,44
DP12L.148-99 Conforme 49,66
DP12L.148-100 Conforme 49,66

Tabela 15 - Resultado da analise dos lotes DP121131 e DP12E073 pelo fotémetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP121131-01 Conforme 50,62
DP121131-02 Conforme 50,07
DP121131-03 Conforme 50,76
DP121131-04 Conforme 51,90
DP121131-05 Conforme 50,62
DP121131-06 Conforme 50,76
DP121131-07 Conforme 49,51
DP121131-08 Conforme 49,51
DP121131-09 Conforme 51,90
DP121131-10 Conforme 51,04
DP12E073-11 Conforme 52,71
DP12E073-12 Conforme 53,25
DP121131-13 Conforme 51,22
DP121131-14 Conforme 51,08
DP121131-15 Conforme 50,39
DP121131-16 Conforme 51,08
DP121131-17 Conforme 50,66
DP121131-18 Conforme 49,69
DP121131-19 Conforme 49,03
DP121131-20 Conforme 48,44
DP121131-21 Conforme 48,44
DP121131-22 Conforme 50,11
DP121131-23 Conforme 50,11
DP121131-24 Conforme 49,65
DP121131-25 Conforme 50,39
DP121131-26 Conforme 50,53
DP121131-27 Conforme 50,25
DP121131-28 Conforme 51,08
DP121131-29 Conforme 50,53




DP121131-30 Conforme 50,25
DP121131-31 Conforme 48,72
DP121131-32 Conforme 48,72
DP121131-33 Conforme 50,66
DP121131-34 Conforme 49,56
DP121131-35 Conforme 49,42
DP121131-36 Conforme 50,66
DP121131-37 Conforme 50,66
DP121131-38 Conforme 50,25
DP121131-39 Conforme 50,11
DP121131-40 Conforme 49,83
DP121131-41 Conforme 49,69
DP121131-42 Conforme 49,70
DP121131-43 Conforme 49,97
DP121131-44 Conforme 50,39
DP121131-45 Conforme 49,97
DP121131-46 Conforme 48,86
DP121131-47 Conforme 51,94
DP121131-48 Conforme 50,80
DP121131-49 Conforme 51,04
DP121131-50 Conforme 50,21
DP121131-51 Conforme 49,93
DP121131-52 Conforme 50,07
DP121131-53 Conforme 50,62
DP121131-54 Conforme 50,48
DP121131-55 Conforme 51,90
DP121131-56 Conforme 49,79
DP121131-57 Conforme 50,76
DP121131-58 Conforme 49,54
DP121131-59 Conforme 49,65
DP121131-60 Conforme 49,41
DP121131-61 Conforme 49,79
DP12E073-62 Conforme 52,13
DP121131-63 Conforme 50,21
DP121131-64 Conforme 51,04
DP121131-65 Conforme 51,45
DP121131-66 Conforme 49,44
DP121131-67 Conforme 49,09
DP121131-68 Conforme 50,07
DP121131-69 Conforme 49,93
DP121131-70 Conforme 51,18
DP121131-71 Conforme 50,35
DP121131-72 Conforme 49,68
DP121131-73 Conforme 50,35
DP121131-74 Conforme 51,03
DP121131-75 Conforme 49,51
DP121131-76 Conforme 49,09
DP121131-77 Conforme 48,81




DP121131-78 Conforme 49,65
DP121131-79 Conforme 49,51
DP121131-80 Conforme 49,93
DP121131-81 Conforme 50,07
DP121131-82 Conforme 51,31
DP121131-83 Conforme 50,07
DP121131-84 Conforme 50,21
DP121131-85 Conforme 50,48
DP121131-86 Conforme 49,93
DP121131-87 Conforme 50,21
DP121131-88 Conforme 50,07
DP121131-89 Conforme 51,18
DP121131-90 Conforme 50,48
DP121131-91 Conforme 49,09
DP121131-92 Conforme 49,79
DP121131-93 Conforme 50,07
DP121131-94 Conforme 51,59
DP121131-95 Conforme 49,37
DP121131-96 Conforme 50,07
DP121131-97 Conforme 49,23
DP121131-98 Conforme 51,90
DP121131-99 Conforme 50,48
DP121131-100 Conforme 50,35

Tabela 16 - Resultado da analise do lote DP10B015 pelo fotémetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP10B015-01 Conforme 49,04
DP10B015-02 Conforme 48,88
DP10B015-03 Conforme 49,20
DP10B015-04 Conforme 48,25
DP10B015-05 Conforme 48,88
DP10B015-06 Conforme 49,20
DP10B015-07 Conforme 49,04
DP10B015-08 Conforme 49,20
DP10B015-09 Conforme 48,73
DP10B015-10 Conforme 49,35
DP10B015-11 Nao Conforme 47,62
DP10B015-12 Conforme 48,73
DP10B015-13 Conforme 48,57
DP10B015-14 Conforme 49,82
DP10B015-15 Conforme 49,66
DP10B015-16 Conforme 47,94
DP10B015-17 Conforme 47,94
DP10B015-18 Conforme 48,88
DP10B015-19 Conforme 49,66
DP10B015-20 Conforme 49,66




Tabela 17 - Resultado da analise do lote DPO9EQ63 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP09E063-01 Conforme 50,75
DP09E063-02 Conforme 51,28
DP09E063-03 Conforme 51,36
DP09E063-04 Conforme 51,21
DP09E063-05 Conforme 51,36
DP09E063-06 Conforme 51,51
DP09E063-07 Conforme 51,67
DP09E063-08 Conforme 51,51
DP09E063-09 Conforme 50,28
DP09E063-10 Conforme 49,82
DPO9E063-11 Conforme 50,59
DP09E063-12 Conforme 49,97
DP09E063-13 Conforme 50,59
DP09E063-14 Conforme 50,75
DP09E063-15 Conforme 50,90
DP0O9E063-16 Conforme 50,75
DP0O9E063-17 Conforme 50,75
DP0O9E063-18 Conforme 50,59
DPO09E063-19 Conforme 51,05
DP09E063-20 Conforme 50,59

Tabela 18 - Resultado da analise do lote DPO9H109 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP09H109-01 Conforme 48,49
DP09H109-02 Conforme 48,64
DP09H109-03 Conforme 48,02
DP09H109-04 Conforme 49,42
DP09H109-05 Conforme 48,95
DP09H109-06 Conforme 48,33
DP09H109-07 Conforme 48,80
DP09H109-08 Conforme 48,33
DP09H109-09 Conforme 49,73
DP09H109-10 Nao Conforme 47,52
DP0O9H109-11 Conforme 48,43
DP09H109-12 Conforme 48,43
DP09H109-13 Conforme 48,74
DP09H109-14 Conforme 49,36
DP09H109-15 Conforme 48,27
DP09H109-16 Conforme 48,12
DP09H109-17 Conforme 50,29
DP09H109-18 Conforme 49,67
DP09H109-19 Conforme 50,29
DP09H109-20 Conforme 48,59




Tabela 19 - Resultado da analise do lote DP09G093 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP09G093-01 Conforme 52,52
DP09G093-02 Conforme 52,22
DP09G093-03 Conforme 51,91
DP09G093-04 Conforme 51,76
DP09G093-05 Conforme 52,82
DP09G093-06 Conforme 52,37
DP09G093-07 Conforme 52,22
DP09G093-08 Conforme 52,07
DP09G093-09 Conforme 52,22
DP09G093-10 Conforme 52,22
DP09G093-11 Conforme 52,07
DP09G093-12 Conforme 51,76
DP09G093-13 Conforme 52,07
DP09G093-14 Conforme 51,46
DP09G093-15 Conforme 51,46
DP09G093-16 Conforme 52,22
DP09G093-17 Conforme 51,76
DP09G093-18 Conforme 51,91
DP09G093-19 Conforme 51,61
DP09G093-20 Conforme 51,61

Tabela 20 - Resultado da analise do lote DP101103 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP101103-01 Conforme 49,77
DP101103-02 Conforme 50,54
DP101103-03 Conforme 49,93
DP101103-04 Conforme 51,00
DP101103-05 Conforme 50,24
DP101103-06 Conforme 50,85
DP101103-07 Conforme 50,39
DP101103-08 Conforme 50,24
DP101103-09 Conforme 50,39
DP101103-10 Conforme 50,70
DP101103-11 Conforme 49,88
DP101103-12 Conforme 49,88
DP101103-13 Conforme 50,08
DP101103-14 Conforme 47,90
DP101103-15 Conforme 50,24
DP101103-16 Conforme 50,28
DP101103-17 Conforme 49,15
DP101103-18 Conforme 50,54
DP101103-19 Conforme 50,24
DP101103-20 Conforme 50,85




Tabela 21 - Resultado da analise do lote DP10H098 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP10H098-01 Conforme 48,10
DP10H098-02 Nao Conforme 47,59
DP10H098-03 Conforme 48,88
DP10H098-04 Conforme 49,45
DP10H098-05 Conforme 49,45
DP10H098-06 Conforme 49,61
DP10H098-07 Conforme 49,92
DP10H098-08 Nao Conforme 46,83
DP10H098-09 Conforme 48,82
DP10H098-10 Conforme 48,51
DP10H098-11 Conforme 49,29
DP10H098-12 Conforme 49,29
DP10H098-13 Conforme 48,67
DP10H098-14 Nao Conforme 47,40
DP10H098-15 Conforme 48,04
DP10HO098-16 Conforme 48,82
DP10H098-17 Conforme 48,67
DP10H098-18 Conforme 49,45
DP10H098-19 Conforme 49,29
DP10H098-20 Conforme 48,82

Tabela 22 - Resultado da analise do lote DP10D046 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP10D046-01 Conforme 50,64
DP10D046-02 Conforme 50,34
DP10D046-03 Conforme 51,41
DP10D046-04 Conforme 50,79
DP10D046-05 Conforme 51,26
DP10D046-06 Conforme 51,14
DP10D046-07 Conforme 50,49
DP10D046-08 Conforme 50,79
DP10D046-09 Conforme 50,03
DP10D046-10 Conforme 50,95
DP10D046-11 Conforme 50,03
DP10D046-12 Conforme 50,64
DP10D046-13 Conforme 49,87
DP10D046-14 Conforme 51,10
DP10D046-15 Conforme 51,10
DP10D046-16 Conforme 50,79
DP10D046-17 Conforme 50,34
DP10D046-18 Conforme 50,52
DP10D046-19 Conforme 50,49
DP10D046-20 Conforme 49,25




Tabela 23 - Resultado da analise do lote DPO9F067 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DPO9F067-01 Conforme 50,64
DP09F067-02 Conforme 50,64
DP09F067-03 Conforme 50,79
DP09F067-04 Conforme 50,49
DP09F067-05 Conforme 50,18
DP09F067-06 Conforme 50,49
DP09F067-07 Conforme 50,95
DP09F067-08 Conforme 50,18
DP09F067-09 Conforme 50,64
DP09F067-10 Conforme 51,10
DPO9F067-11 Conforme 48,78
DPO09F067-12 Conforme 49,56
DP09F067-13 Conforme 50,03
DP09F067-14 Conforme 49,56
DP09F067-15 Conforme 50,34
DP09F067-16 Conforme 49,41
DP09F067-17 Conforme 50,34
DP09F067-18 Conforme 49,41
DP09F067-19 Conforme 49,56
DP09F067-20 Conforme 51,10

Tabela 24 - Resultado da analise do lote DP10F064 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP10F064-01 Conforme 48,94
DP10F064-02 Conforme 49,87
DP10F064-03 Conforme 49,25
DP10F064-04 Conforme 49,41
DP10F064-05 Conforme 49,41
DP10F064-06 Conforme 50,49
DP10F064-07 Conforme 50,49
DP10F064-08 Conforme 49,72
DP10F064-09 Conforme 49,87
DP10F064-10 Conforme 50,64
DP10F064-11 Conforme 49,41
DP10F064-12 Conforme 50,38
DP10F064-13 Conforme 50,64
DP10F064-14 Conforme 50,49
DP10F064-15 Conforme 48,94
DP10F064-16 Conforme 50,03
DP10F064-17 Conforme 50,49
DP10F064-18 Conforme 49,72
DP10F064-19 Conforme 49,56
DP10F064-20 Conforme 49,56




Tabela 25 - Resultado da analise do lote DP091111 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP09I1111-01 Conforme 50,64
DP091111-02 Conforme 50,64
DP091111-03 Conforme 51,26
DP09I1111-04 Conforme 50,64
DP09I1111-05 Conforme 49,92
DP09I1111-06 Conforme 51,71
DP091111-07 Conforme 50,95
DP091111-08 Conforme 50,79
DP091111-09 Conforme 50,46
DP09I111-10 Conforme 51,11
DPO09I111-11 Conforme 50,18
DP091111-12 Conforme 50,79
DP09I1111-13 Conforme 50,79
DP091111-14 Conforme 50,95
DP09I1111-15 Conforme 50,18
DPO09I1111-16 Conforme 50,18
DP09I111-17 Conforme 50,95
DP09I1111-18 Conforme 51,71
DP091111-19 Conforme 51,71
DP09I1111-20 Conforme 51,10

Tabela 26 - Resultado da analise do lote DP10A005 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP10A005-01 Conforme 48,53
DP10A005-02 Nao Conforme 47,74
DP10A005-03 Nao Conforme 47,74
DP10A005-04 Conforme 47,96
DP10A005-05 Né&o Conforme 47,74
DP10A005-06 Nao Conforme 47,74
DP10A005-07 Nao Conforme 47,75
DP10A005-08 Conforme 47,90
DP10A005-09 Nao Conforme 47,59
DP10A005-10 Conforme 48,99
DP10A005-11 Conforme 47,90
DP10A005-12 Conforme 48,22
DP10A005-13 Nao Conforme 47,74
DP10A005-14 Conforme 48,99
DP10A005-15 Conforme 48,84
DP10A005-16 Nao Conforme 47,74
DP10A005-17 Conforme 47,90
DP10A005-18 Conforme 47,90
DP10A005-19 Né&o Conforme 47,62
DP10A005-20 Nao Conforme 47,74




Tabela 27 - Resultado da analise do lote DP10E059 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP10E059-01 Conforme 47,99
DP10E059-02 Conforme 49,87
DP10E059-03 Conforme 48,78
DP10E059-04 Nao Conforme 47,52
DP10E059-05 Conforme 50,34
DP10E059-06 Conforme 49,56
DP10E059-07 Conforme 49,72
DP10E059-08 Conforme 48,16
DP10E059-09 Nao Conforme 47,68
DP10E059-10 Conforme 49,72
DP10E059-11 Conforme 49,72
DP10E059-12 Conforme 48,47
DP10E059-13 Conforme 48,16
DP10E059-14 Conforme 48,78
DP10E059-15 Conforme 49,41
DP10E059-16 Conforme 50,03
DP10E059-17 Conforme 48,47
DP10E059-18 Conforme 49,72
DP10E059-19 Conforme 50,03
DP10E059-20 Nao Conforme 47,52
DP10E059-21 Conforme 49,41
DP10E059-22 Conforme 48,63
DP10E059-23 Nao Conforme 47,68
DP10E059-24 Conforme 50,34
DP10E059-25 Conforme 49,72
DP10E059-26 Conforme 51,10
DP10E059-27 Conforme 50,03
DP10E059-28 Conforme 50,49
DP10E059-29 Conforme 48,31
DP10E059-30 Conforme 49,25
DP10E059-31 Né&o Conforme 47,53
DP10E059-32 Conforme 49,25
DP10E059-33 Né&o Conforme 47,65
DP10E059-34 Conforme 49,87
DP10E059-35 Conforme 49,72
DP10E059-36 Conforme 50,03
DP10E059-37 Conforme 50,18
DP10E059-38 Conforme 49,56
DP10E059-39 Conforme 47,84
DP10E059-40 Conforme 49,56
DP10E059-41 Conforme 50,01
DP10E059-42 Conforme 47,99
DP10E059-43 Conforme 49,09
DP10E059-44 Conforme 50,18
DP10E059-45 Conforme 49,09




DP10E059-46 Conforme 50,34
DP10E059-47 Nao Conforme 47,52
DP10E059-48 Conforme 49,25
DP10E059-49 Conforme 49,09
DP10E059-50 Conforme 50,03
DP10E059-51 Conforme 50,28
DP10E059-52 Conforme 49,82
DP10E059-53 Conforme 50,44
DP10E059-54 Conforme 47,86
DP10E059-55 Conforme 49,82
DP10E059-56 Conforme 48,57
DP10E059-57 Conforme 49,66
DP10E059-58 Conforme 47,94
DP10E059-59 Né&o Conforme 47,68
DP10E059-60 Conforme 50,18
DP10E059-61 Conforme 48,31
DP10E059-62 Nao Conforme 47,71
DP10E059-63 Nao Conforme 47,58
DP10E059-64 Conforme 49,87
DP10E059-65 Conforme 47,84
DP10E059-66 Conforme 49,41
DP10E059-67 Conforme 50,64
DP10E059-68 Conforme 51,26
DP10E059-69 Conforme 49,56
DP10E059-70 Conforme 50,37
DP10E059-71 Conforme 50,03
DP10EOQ59-72 Conforme 49,87
DP10E059-73 Conforme 47,87
DP10E059-74 Conforme 47,84
DP10E059-75 Conforme 49,72
DP10E059-76 Conforme 50,03
DP10EOQ59-77 Conforme 49,56
DP10E059-78 Conforme 49,56
DP10E059-79 Conforme 50,18
DP10E059-80 Conforme 50,95

Tabela 28 - Resultado da analise do lote DP0006 pelo fotdmetro LED-NIR duplo feixe.

Amostra Classificacdo pela Valor obtido pela curva analitica (% m/v)
screening
DP0006-01 Conforme 50,09
DP0006-02 Conforme 50,22
DP0006-03 Conforme 49,95
DP0006-04 Conforme 50,36
DP0006-05 Conforme 50,22
DP0006-06 Conforme 50,22
DP0006-07 Conforme 49,26
DP0006-08 Conforme 49,95
DP0006-09 Conforme 49,54




DP0006-10 Conforme 50,27
DP0006-11 Conforme 50,36
DP0006-12 Conforme 50,36
DP0006-13 Conforme 49,95
DP0006-14 Conforme 50,77
DP0006-15 Conforme 50,91
DP0006-16 Conforme 50,08
DP0006-17 Conforme 50,36
DP0006-18 Conforme 49,27
DP0006-19 Conforme 49,81
DP0006-20 Conforme 49,95
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The present paper proposes an analytical method for fast near-infrared (NIR) determination of dipyrone
in injectable formulations with a nominal content of 50.0% mv~" without violation of the ampoule. For
this purpose, two multivariate calibration methods are evaluated, namely Partial-Least-Squares (PLS)
and Multiple Linear Regression (MLR) with variable selection by the Successive Projections Algorithm
(SPA). The resulting models comprised four latent variables (PLS) and five spectral variables (MLR-SPA).

Appropriate predictions were obtained in both cases, with RMSEP values of 0.39 (PLS) and 0.35% mv~!
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(MLR-SPA) and correlation coefficients of 0.9970 (PLS) and 0.9975 (MLR-SPA) for a calibration range of
40-60% mv-'. No systematic error was observed and no significant differences were found between the
predicted and reference values, according to a paired t-test at 95% confidence level.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Dipyrone (metamizole sodium; (sodium [(2,3-dihydro-1,5-
dimethyl-3-0x0-2-phenyl-1H-pyrazole-4-yl) methylamine]
methanesulfonate) is an analgesic and antipyretic drug with
peripheral, central and anti-inflammatory actions related to the
inhibition of the cyclooxygenase enzyme system (COX-1 and
COX-2)[1]. Sodium dipyrone in injectable form is routinely used in
hospital practice and postoperative care in Brazil and other coun-
tries. The injectable formulation has the advantage of providing
faster therapeutic effects when compared to other delivery forms,
as the active principle is directly deployed in the bloodstream [2].
However, quality control is a major concern, which motivates the
development of fast, low-cost, and selective methods for routine
analysis.

Iodometric titration is indicated in the Brazilian pharmacopeia
as the official method for determination of dipyrone in injectable
formulations [3]. This method involves a time-consuming chemi-
cal reaction, which must be carried out at a controlled temperature
below 15°C. An additional difficulty is related to the instability
of the iodine solution. These inconveniences have motivated the
development of methods based on instrumental techniques, such
as spectrophotometry [4], fluorimetry [5], electrochemistry [6],
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chemiluminescence [7] and high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) [8]. However, such methods still generate chemical
waste and require the violation of the sample ampoule, which must
be subsequently discarded. To overcome these drawbacks, near-
infrared (NIR) spectrometry may be an advantageous alternative.

NIR spectrometry has been employed in several applications to
carry out fast and non-destructive analyses without the need for
sample treatment or chemical reagents [9,10]. Within the scope
of pharmaceutical applications, NIR spectrometry has been widely
used for determination of quality parameters in drug samples. Most
investigations in this field have been concerned with solid formu-
lations [11,12], although some works have also dealt with creams
[13] and injectables [14]. An interesting feature of NIR spectrome-
try consists of the possibility of carrying out non-invasive analyses
of drug samples in closed packages, such as powders in USP vials
[15]. A recent study reported the discrimination of genuine and
counterfeit samples of injectable dexamethasone on the basis of
NIR spectra measured through the closed ampoules [16].

However, the application of NIR spectrometry for quantitative
analysis of injectable drugs in closed ampoules still merits investi-
gation. In this context, the present paper proposes a novel analytical
method for fast and accurate determination of sodium dipyrone
without violation of the ampoule. For this purpose, NIR spectrom-
etry is employed with two multivariate calibration techniques,
namely Partial Least Squares (PLS) [17] and Multiple Linear Regres-
sion (MLR) with variable selection by the Successive Projections
Algorithm (MLR-SPA) [18-20].
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2. Experimental
2.1. Samples

The investigation involved a total of 1340 commercial ampoules
from 71 different batches with nominal value of 50.0%¥mv-! of
sodium dipyrone. Chemical analysis reports with actual sodium
dipyrone content were provided by the manufacturers, following
the iodometric titration method indicated in the Brazilian pharma-
copeia [3]. In addition, 15 synthetic samples with concentrations
40.0, 44.0, 44.5, 45.0, 45.5, 46.0, 48.0, 50.0, 52.0, 54.0, 54.5, 55.0,
55.5, 56.0, 60.0%mv~! were prepared in the laboratory by dis-
solving sodium dipyrone (analytical grade) in water for injectable
preparations. This range of concentrations is in agreement with the
recommendation of the European Medicines Agency for the Eval-
uation of Medicinal Products (EMEA) [21], which states that the
calibration interval should extend from 80% to 120% of the label
claim (50.0% mv~! in the present case). This range also comprises
the interval of concentrations accepted by the Brazilian National
Health Authority, namely 45.0-55.0%mv~1 [3].

2.2. Spectrum acquisition

The sample spectra were acquired by using an FT-NIR spec-
trophotometer (Perkin Elmer, Spectrum GX). A lab-made teflon
holder (Fig. 1) was used to support the ampoules in the spec-
trophotometer sample compartment. The external diameter of the
ampoules was approximately 1 cm. Each spectrum was obtained as
the average of 16 scans in the range 9110-8200 cm~! with a resolu-
tion of 1 cm~!. Temperature and relative humidity were controlled
around 26 °C and 45%, respectively.

In order to account for small manufacturing differences among
the ampoules, four different ampoules were used as cells for
recording the spectra of the 15 synthetic samples. Therefore, 60
spectra were obtained. The spectra of the commercial samples were
acquired with the original closed ampoules. The blank spectrum
was obtained by using water for injectable preparations. Each spec-
trumwas acquired in triplicate and the average was then used in the
subsequent stages of the study. Moreover, the spectra of all sam-
ples of the same batch were coaveraged. The resulting 131 spectra
(60 for the synthetic samples and 71 for the commercial samples)
are shown in Fig. 2a.

2.3. Chemometric procedures and software
A Savitzky-Golay derivative filter (second-order polynomial

and 81-point window) was employed to eliminate undesirable
baseline features in the NIR spectra. The resulting derivative
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Fig. 2. (a) Raw and (b) derivative NIR absorbance spectra.

spectra, which are presented in Fig. 2b, comprised 831 variables. In
addition, the variables were mean-centered before the modeling
procedures.

The sample set was divided into calibration (65), validation
(33) and prediction (33) subsets by applying the SPXY (sample
set partitioning based on joint x-y distances) algorithm [22] to
the derivative spectra. The calibration and validation samples were
used in the model-building process. The prediction samples were
only employed in the final evaluation and comparison of the result-
ing models.

PLS regression was carried out in the Unscrambler® X.1 soft-
ware (CAMO S.A.), whereas data pre-treatment and MLR-SPA were
implemented in Matlab 2010b (Mathworks). The MLR-SPA routine
was implemented as described elsewhere [18]. The validation set
was employed to guide the selection of latent variables in PLS and
the individual spectral variables in MLR-SPA. The default settings
of the computational routines were employed throughout.

The resulting models were compared in terms of the root-
mean-square error (RMSEP) and correlation coefficient (rpreq) in
the prediction set.

3. Results and discussion

Fig. 3a and b present the plots of predicted versus reference
values of dipyrone concentration for PLS (4 latent variables) and

Fig. 1. NIR spectrophotometer with the lab-made teflon holder which was used to support the ampoules in the spectrophotometer sample compartment.
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Fig. 4. Mean NIR spectrum with wavenumbers selected by MLR-SPA.

MLR-SPA (5 spectral variables), respectively. As can be seen, there
is good agreement between predicted and reference values over the
calibration, validation and prediction sets. Moreover, no systematic
error is present, as the points are distributed on both sides of the
bisectrix line along the entire range of y-values.

In terms of performance metrics for the prediction set, appropri-
ate results were obtained by using either PLS (RMSEP=0.39% mv~!,
T'pred =0.9970) or MLR-SPA (RMSEP=0.35% m v, Tpred =0.9975).
Moreover, in both cases, a paired t-test for the prediction set did
not indicate significant differences between the predicted and ref-
erence values at 95% confidence level. These results suggest that the
proposed analytical method is a suitable strategy for determination
of dipyrone in closed ampoules.

Finally, it is worth noting that an F-test at 95% confidence level
did not indicate significant RMSEP differences between the PLS
and MLR-SPA models. However, the possibility of obtaining suit-
able results by using a small number of variables in MLR-SPA (five
variables, as illustrated in Fig. 4), offers good perspectives for the
design of dedicated, less costly equipment employing LEDs in the
NIR range [23,24].

4. Conclusion

The present paper proposed a fast and accurate analytical
method for determination of sodium dipyrone in injectable for-
mulations without violation of the ampoule. For this purpose,
NIR spectrometry was employed and two multivariate calibration

methods (PLS and MLR-SPA) were evaluated. Appropriate pre-
dictions were obtained, with RMSEP values of 0.39 (PLS) and
0.35%mv~! (MLR-SPA), which can be deemed small in view of the
calibration range (40-60%mv-1!). The good agreement between
predicted and reference values for dipyrone concentration is also
corroborated by the high correlation coefficients observed in the
PLS (0.9970) and MLR-SPA (0.9975) results. Furthermore, in both
cases no systematic error was observed and no significant differ-
ences were found between the predicted and reference values,
according to a paired t-test at 95% confidence level.

Although the prediction performance of MLR-SPA was not sig-
nificantly superior to PLS, the possibility of obtaining suitable
results by using few spectral variables (five in this case) may be
useful for other reasons. The variable selection result could be used,
for instance, to guide the design of dedicated, less costly equipment
for use in routine analyses.
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