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RESUMO

Um novo método cinético de andlise por injecdo em fluxo para a
determinacdo de farmacos foi desenvolvido. Este método baseia-se na medida do
sinal em posicdes equivalentes (em torno do maximo) do gradiente de concentracédo
da amostra, sem a necessidade de interromper o fluxo transportador, requerendo um
menor grau de automacdo. A estratégia de calibracdo do gradiente de concentracéo
em Analise por Injecdo em Fluxo foi utilizada.

Um planejamento fatorial 2* foi realizado a fim de planejar as condicdes
experimentais. Quatro variaveis do sistema (fatores) foram estudadas e os efeitos
foram interpretados para seis respostas: sensibilidade, coeficiente de regressédo
linear, desvio padrdo relativo dos resultados, magnitude da faixa dindmica de
concentracdo, limite de quantificacdo e tempo para medida. Para definir a melhor
condig&o, as seis respostas foram consideradas, utilizando a funcéo desejabilidade.

Ao analisar as amostras de dopamina injetavel, observou-se que estas
apresentaram efeito de matriz. Fez-se, entdo, necesséria a utilizacdo do método de
adicdo do analito, que foi implementado utilizando a estratégia de zonas
coalescentes (“merging zones) com posterior amostragem da zona dispersa (“zone
sampling”). A condicdo ideal, definida pela funcdo desejabilidade, foi mantida.
Foram analisadas amostras de trés diferentes fabricantes, apresentando um erro
relativo médio de 3,3%, com relacdo ao método recomendado pela farmacopéia
Americana. A estimativa do desvio padrdo encontrado para quinze repeticdes foi de
0,0033 g L™. Ainda, foi atingida uma freqiiéncia analitica de 48 injecdes por hora,

bem maior que no método padrdo (HPLC), em torno de 3 determinag6es por hora.

Xl



ABSTRACT

A novel method to carry out kinetic analysis by Flow Injection, applied
to dopamine determination in pharmaceuticals was developed. The method is
based on measurements of the signal intensities at equivalent positions, around
the peak, of the sample concentration gradient. The flow interruption was not
necessary, requiring a low level of automation. The strategy of concentration
gradient calibration was employed.

A 2'-factorial design was accomplished in order to plan the
experimental condition of the flow methodology. Four system variables
(factors) were studied and the effects were interpreted for six responses:
sensitivity, linear regression coefficient, relative standard deviation of the
results, magnitude of the concentration dynamic range, quantification limit
and analysis time. In order to define the best condition, the six responses were
considered, using the desirability function.

While analyzing the dopamine samples, the matrix effect was noted.
Then, the Method of Analyte Addition was implement by emploing of
merging zones, followed of zone sampling. The ideal condition, defined by the
desirability function was maintained. Four samples from three different
companies were analyzed and a mean relative error of 3,3% was obtained. An
estimative of standard deviation achieved with fifteen replicates was 0,0033
g.L™. Moreover, an analytical throughput equal to 48 injections per hour was
attained, higher than the standard method (by HPLC), around 3 injections per

hour.
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1 - INTRODUCAO

A dopamina (3,4-dihidroxifeniletiiamina) € uma catecolamina
(substancias que apresentam os grupos catecol e amino) que possui a
funcdo de neurotransmissor, sendo a precursora natural de outras
catecolaminas, como por exemplo a adrenalina e a noradrenalina. No caso
da doenca de Parkinson, por exemplo, cita-se a deficiéncia desta
catecolamina em areas cerebrais relacionadas com o movimento voluntario
[1]. Apresenta, assim, grande importancia para o organismo humano, uma
vez que esta relacionada com o sistema nervoso central.

Como medicamento é administrada pela via endovenosa, néo
podendo ser administrada oralmente devido a sua grande facilidade de
sofrer oxidagéo e ser metabolizada pelo figado ou rins, sendo, assim, nulo o
seu efeito . Para solugdes injetaveis de dopamina, a Farmacopéia do
Estados Unidos recomenda a separagédo por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), seguida de deteccéo espectrofotométrica a 280 nm. Este
procedimento requer uma coluna especifica para a separacdo analitica,
tornando o procedimento trabalhoso e demorado para a analise de rotina [2]
Outros métodos para a determinacdo da dopamina em farmacos sé&o
encontrados na literatura, embora, em geral, apresentam inconvenientes,
como exatiddo pobre e pré-tratamento da amostra [3-4].

Desta forma, reveste-se de importancia o desenvolvimento de
metodologias para a determinagao de dopamina mais simples e com uma
alta frequéncia analitica. Neste sentido, a Analise em Fluxo [5] representa
uma ferramenta poderosa na busca de procedimentos com alto

desempenho analitico.



Dentre as diferentes modalidades de analise em fluxo, talvez a
gue mais tenha se destacado é a Analise por Injecdo em Fluxo (FIA). Os
sistemas FIA tiveram sua proposta e desenvolvimento inicial nos anos 70 e
sdo até hoje reconhecidos como “excelentes gerenciadores de solugdes”
[6]. Procedimentos envolvendo sistemas FIA baseiam-se na injecao da
amostra, dispersdo da zona de amostra estabelecida e temporizagcao, o que
flexibiliza a execucao de diversas etapas inerentes a determinacao analitica
especifica, como, por exemplo, diluicdo, separacio, pré-concentracao, etc.
Sua operagdo, potencialidades e limitagcbes foram discutidas em
monografias especializadas [7-9].

Em geral, diferentes solugbes padrdo do analito sé&o
necessarias para a constru¢cado de uma curva analitica em metodologias FIA,
todavia, a estratégia de Calibracado de Gradientes de Concentragdo em FIA
[10] possibilitou o emprego de apenas uma unica solugao padrao para este
fim. Esta se baseia na determinacdo das concentracdes relativas de
seccgoOes transversais da zona da solucao injetada, quando estas atingem o
detector. Desta forma, permite-se a disponibilizacdo de diferentes
concentragdes, através de uma unica injecdo (amostra, solugdo padrao ou
reagente), em metodologia de analise por injecéo fluxo.

Um progresso na Analise por Injecdo em Fluxo também foi
conseguido com o desenvolvimento da estratégia de parada do fluxo (do
inglés “stopped flow”) [11]. Ao se interromper o fluxo, a dispersdo da zona
de amostra torna-se desprezivel e se a mesma é parada na cela de fluxo, é
possivel registrar a variagcdo da absorbancia, causada pelo decorrer da
reacdo entre o analito e o reagente presente no fluido transportador,
podendo-se realizar determinacdes cinéticas. A diferenca entre dois sinais
medidos em tempos diferentes € usada para construir a curva analitica de

calibragdo. Um certo grau de automacédo é, portanto, necessario para



controlar o fluxo da bomba e os tempos de medida. Também, a interrupcéo
do fluxo resulta em um aumento no tempo de limpeza do sistema,
diminuindo a velocidade analitica.

Desta forma pretende-se apresentar neste trabalho o método cinético
desenvolvido, sem a necessidade da interrupcdo do fluxo, baseado na
combinagao de sistemas FIA juntamente com a exploragdo da estratégia de

calibragcado de gradientes de concentracgao.



2 - OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Propbe-se neste trabalho, o desenvolvimento de metodologia
cinética de analise através da calibracdo de gradientes em FIA para a
determinacdo de dopamina em farmacos. Esta metodologia, baseada na
calibragdo de gradientes de concentragdo gerados em sistemas FIA, n&o

requer a interrupgao do fluxo e um menor grau de automacgao € necessario.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Propor metodologia por injegdo em fluxo para a determinagdo de
dopamina em farmacos, empregando a calibragdo de gradientes de
concentragao em FIA.

2. Realizar Planejamento Fatorial, estudando algumas variaveis
experimentais, visando verificar qual delas influi no desempenho
analitico, considerando: limite de deteccédo, faixa dindmica, precisao,
freqUéncia analitica, sensibilidade e coeficiente de correlagao.

3. Através da funcédo desejabilidade, selecionar entre as condi¢des
experimentais estudadas, qual oferece um melhor desempenho
analitico.

4. Avaliar a eficiéncia da metodologia proposta, através da analise de
amostras reais.

5. Validar a metodologia com o método padrdao recomendado.



3 — FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 — ANALISE EM FLUXO

O termo analise em fluxo é recomendado como o nome
genérico para todos os meétodos analiticos que s&o baseados na introdugéo
e processamento de amostras em fluxos [12]. Separagdes e conversdes
quimicas sao geralmente conduzidas em fase liquida e a maioria destas
analises envolve a interagdo da amostra com o fluido transportador ou com
um reagente introduzido no fluxo, possibilitando a execugdo de processos
analiticos em um fluxo que transporta a aliquota da amostra, do ponto de

introdugao até a unidade de deteccgao.

Pesquisas no campo de analises quimicas em fluxo e sua
aceitacdo tém experimentado um crescimento continuo e exponencial, o
que levou ao aparecimento de novos conceitos e inovagdes, tdo bem como
de avancados analisadores disponiveis comercialmente [13]. Neste
contexto, sistemas de analises quimicas por injegdo em fluxo (FIA - do
inglés Flow Injection Analysis) [14], por injecdo sequencial (SIA - do inglés
Sequential Injection Analysis) [15] e em fluxo monossegmentado (MSFA, do
inglés Monosegmented Flow Analysis) [16], assim como também modernos
analisadores explorando varias valvulas independentemente acionadas
(multicomutacéo) [17] e/ou camaras de fluxo descontinuo, que caracterizam
os sistemas fluxo-batelada [18], s&o atualmente reconhecidos como
importantes ferramentas em resposta a sempre crescente demanda por

analises quimicas.



Sistemas SIA foram propostos por Ruzicka e Marshall em 1990
[15] e seus fundamentos tedricos, potencialidades e aplicagdes tém sido
estudados por diversos grupos [19]. Em sistemas SIA, aliquotas da amostra
e do(s) reagente(s) sdo sequencialmente aspiradas em diregdo a uma
bobina de armazenamento, através de uma valvula de selecdo . Apods a
rotacdo desta valvula e inversdo do fluxo, a mistura amostra/reagente(s) €
bombeada em direcido ao detector. Relativamente as demais modalidades
de analises em fluxo, SIA se caracteriza por sua flexibilidade na execucao
de procedimentos analiticos, pela simplicidade instrumental, pela facilidade
de automacgéo e pela economia de reagentes. O emprego dos sistemas SIA
€ bastante recomendado porque as variaveis hidrodindmicas, tais como
vazao, percurso analitico, volumes de amostra e de reagentes podem ser
controladas por meios diretos. A razdo volumétrica amostra/reagente pode
ser otimizada para assegurar maior sensibilidade, os intervalos de tempo
para desenvolvimento das reagdes sao facilmente ajustados e, ainda, a
modalidade de parada de fluxo (do inglés “stopped flow”) pode ser
eficientemente implementada [20]. O mddulo de analise, portanto, ndo
precisa ser alterado para a execugao de diferentes metodologias analiticas.

Na analise em fluxo monossegmentado, introduzida em 1985
[21], a amostra é injetada entre duas bolhas de ar, em um fluido
transportador e, como consequéncia, a integridade da amostra € mantida e
o tempo de lavagem reduzido. Varias amostras também podem ser
adicionadas ao percurso analitico, j4 que a dispersdao € pequena e a
contaminagdo entre as amostras € minimizada devido as bolhas de ar.
Desta forma, apos a primeira amostra atingir o detector, o tempo para cada
analise depende apenas do intervalo entre as inje¢cdes de amostra e
metodologias analiticas que empregam reagdées de velocidades lentas

podem entdo ser eficientemente realizadas. A baixa dispersdo da amostra



permite ainda obter uma maior sensibilidade do que aquela obtida em
sistemas SIA ou FIA.

Sistemas explorando a multicomutag¢ao sao caracterizados pela
alta versatilidade no desenvolvimento de analisadores dedicados
(destinados a apenas um ou alguns métodos analiticos), em fung¢do da
presenca de diversas valvulas de trés vias no percurso analitico, as quais
podem ser acionadas individualmente. Os analisadores multicomutados
foram recentemente revistos [22-23]. O emprego da multicomutagédo permite
incluir abordagens tipicas dos sistemas SIA e FIA tais como parada de
fluxo[24], reamostragem de zonas dispersas [25], amostragem binaria [26-
27] etc.

Sistemas multicomutados apds sua montagem, em geral, nao
apresentam flexibilidade, em funcdo de normalmente serem destinados a
apenas um ou alguns métodos analiticos. Por outro lado, os sistemas
dedicados permitem alcancar as melhores caracteristicas analiticas
(sensibilidade, reprodutibilidade, velocidade analitica, etc.) para o método a
que sao destinados. [28].

Sistemas hibridos fluxo-batelada se caracterizam por explorar
estratégias inerentes a sistemas em fluxo e em batelada [29]. Assim como
em sistemas em fluxo tradicionais, a amostragem e transporte dos
reagentes e amostra, assim como o monitoramento do sinal ocorre em
fluxo. Todavia, diferentemente dos sistemas em fluxo tradicionais, os
reagentes sdo bombeados para uma camara, onde se desenvolve a reagao,
sem que ocorra simultaneamente a drenagem destes em direcdo ao
detector, ou descarte, quando a deteccido é realizada na prépria camara
[30]. Assim como acontece nos analisadores discretos, a integridade da
amostra e do(s) reagente(s) €, entdo, mantida, o que potencializa bastante o

universo de aplicagdes dos sistemas fluxo-batelada. As caracteristicas



destes sistemas permitiram/facilitaram o desenvolvimento de procedimentos
analiticos baseados no tratamento individualizado de amostras [30], em
volumetria, explorando diferentes estratégias para minimizagdo do numero
de adic¢des do titulante [18, 31], que incluem o preparo de solu¢des padrao
para analise multi-elementar simultanea [32] e para a realizagao do Método
por Adicao de Analito [33-34]. Baseados em suas propriedades de analise
em fluxo, caracteristicas proprias de analisadores FIA [32], SIA [30] e
multicomutados [29, 31, 33-34] podem ser encontradas em sistemas fluxo-

batelada.

3.1.2 — ANALISE POR INJEGAO EM FLUXO

Os sistemas FIA tiveram sua proposta e desenvolvimento
inicial, a partir de uma criativa combinagdo de caracteristicas de métodos
analiticos ja existentes, bem como de um aperfeicoamento do método de
analise em fluxo segmentado. Em pouco tempo, mostrou-se uma
ferramenta muito util para determinacdes analiticas [35]. A Analise por
Injecdo em Fluxo, hoje, € considerada uma das principais “técnicas”
analiticas; difundida em praticamente todo o mundo, até o final do século
XX, cerca de 8.000 artigos abordando o tema foram produzidos [36].

As metodologias de andlise por injecdo em fluxo séao
caracterizadas pela introdugdo de um volume reprodutivel da amostra (ou
reagente) em um fluido transportador ndo segmentado, que se direciona ao

detector, como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — llustragdo do processo de amostragem em Analise por Injecao
em Fluxo.

Logo apos a introdugdo da amostra em um fluxo transportador,
tem-se um perfil de concentracdo retangular (Figura 2a). Conforme a
aliquota da amostra flui em diregcdo ao detector, ela se dispersa através do
fluido transportador (Figura 2b). O processo de dispersdo ocorre como
resultado do processo de convecgao, ou seja, o fluxo laminar faz com que o
centro do fluido se movimente mais rapido do que sua fracdo préxima as
paredes dos tubos. A difusdo, devido ao gradiente de concentragdo gerado

pelo processo de conveccdo, também provoca alteracbes no perfil de

concentragao da aliquota injetada.

(a) (b)

Figura 2 — (a) Perfil apresentado momentos apos a introdugdo da amostra.
(b) Perfil da amostra, apos o processo de disperséao.



O perfil de concentracdo gerado apds a dispersdo da amostra
gera um sinal transiente com tempo, semelhante a uma gaussiana

distorcida, quando a aliquota da amostra passa pelo detector (Figura 3).

Figura 3 — Sinal transiente gerado em Analise por Inje¢gdo em Fluxo.

3.1.2.1 - CALIBRAGAO DE GRADIENTES DE CONCENTRAGAO EM FIA

Em geral, a concentragdo do analito, empregando um sistema
FIA, é determinada através da construcdo de curvas analiticas, nas quais a
altura, a largura ou a altura de pico € plotada contra a concentragdo de
solugdes padrao [37]. Dentre estas medidas, a mais utilizada € a altura do
sinal obtido, basicamente porque este promove uma maior sensibilidade e é
facilmente discernido.

Metodologias que utilizam o gradiente em FIA exploram a
informacao vinda do registro completo do sinal (fiagrama).

Inicialmente, o gradiente FIA de concentragdo foi utilizado em

uma metodologia denominada de Diluicdo por Gradiente ou Diluicdo
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Eletrénica [38]. Ela emprega medidas obtidas em tempos superiores ao de
residéncia, ou seja, na regiao descendente do sinal FIA obtido para uma
solugdo padrdo. Uma etapa prévia de calibragdo do gradiente de
concentracao é realizada, através da obtencdo do maximo de sinal para
solugbes padrao de diferentes concentragdes. Através destes maximos séo
encontrados tempos no fiagrama da solugdo padrdo de maxima
concentracdao. Para futuras calibracbes, € necessario repetir apenas a
introdugdo desta solugdo padrdo de maior concentragdo (Figura 4B) e
encontrar os sinais para os tempos determinados na primeira etapa (Figura
4C).

SINAL

E

Figura 4 — llustragdo do procedimento para a obtengdo de uma curva
analitica através da metodologia de Diluicdo por Gradiente. (A) Picos
obtidos para solugdes padrao de diferentes concentracbes. (B) Fiagrama
para solucdo padrao de maior concentracdo. (C) Curva analitica.

Com esta metodologia, consegue-se construir uma curva
analitica em até 20s, com apenas uma unica solucdo padrdo. Todavia, é
necessario realizar periodicamente uma nova calibracdo do gradiente de

concentragdao através da introducdo de solugdes padrdao de diferentes
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concentragdes, visando corrigir possiveis variacbes hidrodinamicas do
sistema, devido ao processo de desgaste dos tubos e da bomba.

Mais recentemente foi proposta uma metodologia de calibragao
do gradiente mais rapida e empregando apenas a introdugcéo de uma unica
solugdo, além daquela da solugéo padrao [39]. Esta “solugéo de calibragao”
precisava apenas gerar uma resposta linear pelo detector empregado,
podendo ser inclusive a propria solugcao padréao. Neste caso, determinavam-
se apenas as concentracdes relativas das fragcdes da solugado introduzida,
que ocupavam a regiao de deteccdo. Em outras palavras, a proporgao dos
sinais em dois instantes diferentes correspondia a proporcado da
concentragao das fracbes em monitoramento.

Método titulométrico, baseado na calibracao prévia da variagao
temporal da concentragdo, gerada em uma camara de mistura, quando a
amostra era introduzida em um fluido transportador inerte, que confluia com
o titulante, bombeado continuamente foi proposto [39]. Alternativamente, o
titulante era introduzido e a amostra bombeada. A calibracio era realizada a
partir da injecdo de uma solugao absorvente, dentro de sua faixa linear de
concentracdo. Através do processo de calibracdo, previamente descrito,
determinava-se a razdo entre as concentragdes instantaneas do titulante e
amostra no ponto estequiométrico. Esta razdo e a concentracao do titulante
eram usadas para se encontrar a concentracdo da amostra. O sistema foi
aplicado a analise de amostras de vinagre e de ligas metalicas. A mesma
metodologia foi utilizada em seguida para a determinacdo de acidez total
em vinhos [40]

A determinacgéo de concentragdes relativas foi também utilizada
para a realizagcdo do Método por Adicdo do Analito [41]. O efeito de matriz
na determinagdo de cobre em aguardentes de cana por espectrometria de

absorgdo atbmica era superado através de um sistema metodologia FIA
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usando zonas coalescentes. Aliquotas iguais da amostra e solucéo padrao
eram introduzidas por diferentes alcas e encontravam-se por confluéncia.
Para corrigir o efeito de matriz entre solugbes padréao e da amostra, eles
eram introduzidos previamente em separado e as concentracdes relativas,
através dos sinais analiticos, eram utilizadas para encontrar a concentracao
da amostra.

Metodologia empregando apenas uma unica solugdo padrao
para a obtencdo de uma curva analitica nédo linear também tem sido
proposta [42]. A ordem de reacdo diferente de zero causava uma resposta
nao-linear da absorbancia monitorada e o teor de proteinas totais em
amostras de soro sanguineo. Uma inje¢do prévia de uma solugdo de
permanganato de potassio (KMnO,) era utilizada para determinar a
disperséo fisica do analito na solugdo padrao. Depois que a solucdo padrao
e as amostras eram processadas, a concentracdo do analito nas amostras
eram encontradas a partir de uma simples relacdo matematica, utilizando as

absorbancias das trés solucoes.

3.1.2.1 - METODOS CINETICOS EM FIA

A formagdo de um produto apresentando um estado
intermediario pode também ser explorada para fins analiticos, em sistemas
FIA. Problemas de seletividade podem, por exemplo, serem superados
devido a diferengas das taxas de reagao entre analitos distintos e 0 mesmo
reagente Entretanto, os parametros a serem medidos dependem
criticamente do tempo e uma boa otimizagdo das variaveis hidrodindmicas

torna-se necessairria.
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Com base nestes conceitos, métodos cinéticos em FIA
puderam ser utilizados em determinagdes analiticas, como, por exemplo, na
determinacao fluorimétrica de prata, baseada na reacédo entre safranina e
iodeto [43]. Como a prata apresenta um efeito catalitico reduzindo a
quantidade de safranina que ira reagir com o iodeto, a presengca de
pequenas quantidades de prata faz com que a safranina seja reduzida,
diminuindo assim a intensidade da fluorescéncia da safranina. Conhecendo-
se o sinal analitico sem a presenca de prata e o sinal analitico para as
amostras com a prata, € possivel determina-la quantitativamente por esta
diferenca.

Ja para a determinagdo de vanadio (V), outra metodologia
cinética foi utilizada [44] Neste caso foi usada a estratégia de parada de
fluxo, com determinacédo espectrofotométrica (544 nm). Para determinagéo
foi utilizado, como reagente uma solugéo de 3,3-dimetilnafitidine (3,3,DMN).
A amostra de vanadio foi introduzida em um fluxo, confluindo com o
reagente que seguia para um banho de aquecimento, onde o fluxo era
parado, durante 85 s. Apds esse periodo, o fluxo era restabelecido em
direcao ao detector.

Catecolaminas (L-dopa, dopamina e epinefrina) foram também
determinadas por métodos cinéticos [45] baseados na reagdo com o
sistema ‘Rosa de Bengal” (RB), 3,4,5,6-tetracloro-2’,4’,5°7’-
tetraiodofluorescina, e EDTA. Pela significativa redu¢cdo da velocidade da
reacdo quando estas catecolaminas estdo presentes em pequenas
quantidades pois apresentam um efeito inibidor sobre o estado excitado de
RB. Em solugao, o sistema RB com EDTA apresenta uma coloragao rosa.
Quando esta solucéo é fotoirradiada a um pH adequado (5,5) e na auséncia
de oxigénio, ocorre a fotorredugdo do composto formado e a coloragéo

desaparece. Para se determinar a concentragcao das catecolaminas, mede-
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se a absorbancia da solucéo e o tempo necessario para que ela caia a 10%
do valor inicial da absorbancia. A concentracdo das catecolaminas é
encontrada através de um grafico da concentragdo da catecolamina versus
t/to, onde t, € o tempo necessario para o decaimento da absorbancia da
solucédo contendo dopamina e t, € o tempo necessario para o decaimento
da absorbancia da solugao livre de dopamina. Nesta metodologia, obteve-se
uma faixa dinamica para a dopamina de 5.0 x 10° a 7.0 x 10° mol.L™.
Paralelamente, metodologia baseada na cinética da reacao
para determinacao fluorimétrica de amoxilina e acido clavulanico em
formulagdes farmacéuticas utilizando-se calibragcdo multivariada (PLS)
através da Analise por Injecdo em Fluxo, foi proposta. Explora-se a
estratégia de parada de fluxo [46]. O método baseia-se na reagdo destes
compostos com cério (IV) em meio acido, quando a mistura é levada ao
aquecimento obtém-se um produto fluorescente. Solu¢cdes de amoxilina com
acido clavulanico e cério (IV) sao introduzidas numa cela reator de fluxo
parado, através de seringas, onde a mistura € aquecida até temperatura
constante e efetuada a leitura do sinal analitico. Neste caso, a mistura era
bombeada (empurrada) para a cela onde o fluxo era parado para a
aquisicao da curva cinética durante 60 s para cada amostra, pois a reacao
do acido clavulanico é mais lenta do que para amoxilina. A curva analitica
foi obtida plotando-se a intensidade do sinal obtido (fluorescéncia) pelo

tempo.
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3.2 - DOPAMINA

A Dopamina, Figura 5, € precursora imediata da noradrenalina
na biossintese das catecolaminas. Atua em receptores dopaminérgicos
causando vasodilatagao em nivel renal, mesentérico e coronario. Este efeito
ocorre principalmente em doses baixas e €& decorrente do aumento do
AMPc intracelular. Em doses mais altas atua no receptor B; cardiaco, do
que resulta sua acao inotropica positiva. Além disto, ativa receptores a-

adrenérgicos, levando a vasoconstrigao.

NH2
H

Figura 5 — Estrutura da dopamina.

Possui agdo semelhante as demais catecolaminas (adrenalina
e nor-adrenalina) apresentando um efeito menos potente. Em alguns 6rgaos
apresenta acao diferente da adrenalina e noradrenalina e nao € inibida
pelos simpatoliticos que bloqueiam os receptores a e (-adrenérgicos. No
metabolismo humano é obtida através da oxidagdo da L-dopa (precursora
natural da dopamina) e € encontrada em maior quantidade no plutamen,
nucleo caudado e substancia negra presentes no cérebro. A dopamina é util
no tratamento do choque cardiogénico, traumatico ou hipovolémico, onde o

aumento da atividade simpatica pode comprometer a fungao renal. [1]
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3.2.1 - METODO RECOMENDADO PELA FARMACOPEIA AMERICANA

A dopamina comercializada no Brasil, apresenta-se na forma
injetavel (cloridrato). O seu uso é restrito apenas a hospitais e apresenta-se,
em geral, na forma de ampolas de 10 mL, contendo 5 mg mL™ do cloridrato
de dopamina.

Na sua determinacdao quantitativa deve-se utilizar uma
metodologia de alta precisdo e exatiddo. Para amostras de dopamina, a
farmacopéia americana recomenda a detecgcdo em cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), com detector UV a 280 nm. No sistema
cromatografico recomenda-se a utilizagdo de uma coluna de
empacotamento C-18, com dimensdes de 30 cm x 4 mm (didmetro) em aco
inoxidavel, e vazao de 1,5 mL min™" [2].

A fase mével é uma solugdo obtida a partir de 260 mL de
acetonitrila e 1.760 mL de solugdo contendo 1:1000 (m/v) de 1-
ocatnosulfonato de sodio em acido acético 1% (v/v). Utiliza-se também uma
solugdo de resolugdo contendo acido benzoico 0,5 mg mL™", juntamente
com o padrao de dopamina. A funcdo desta solucdo € indicar se a analise
esta muito lenta, neste caso deve-se aumentar a vazao, ou muito rapida. O
fator de resolucdo recomendado para a analise de dopamina nao deve ser
menor que 4.

A solucao padrao é preparada conforme especificacao, a fim de
se obter uma concentragéo de 0,16 mg mL™". As amostras s&o diluidas para
atingirem um valor de concentragao préximo.

Nesta metodologia ndo se fez necessario a construgdo de uma
curva analitica a fim de se determinar quantitativamente a dopamina.
Conforme recomendacao, faz-se uso de equacdo matematica, apresentada

a seqguir:
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Cdopamina = (100Cpadréolv)(rUIrS)

onde C é a concentracdo (mg.mL™), V é o volume injetado
(mL), ry € a resposta (altura) obtida pelas amostras e rs € a resposta (altura)
obtida pelo padrdao de dopamina.

O valor 100 na equacgao é atribuido ao volume do baldo

volumétrico onde foi efetuada a diluicao.

3.2.2 — METODOS EM ANALISE EM FLUXO PARA A DETERMINAGAO
DE DOPAMINA

A determinagcdo analitica de dopamina tem sido fonte de
diversos estudos, tendo em vista a sua importdncia biolégica e
farmacéutica. Diversos artigos cientificos relatam a sua determinacéo,
sendo alguns desenvolvidos para sistemas FIA, onde se pode aumentar o
numero de amostras analisadas por hora, como também diminuir o volume
dos reagentes utilizados. Algumas destas metodologias para determinagao
baseiam-se na capacidade que tem a dopamina em ser oxidada devido a
existéncia do grupo catecol em sua estrutura.

Por oxidacdo enzimatica a dopamina foi determinada tendo o
extrato bruto do abacate como fonte de polifenol oxidase. A fonte enzimatica
foi obtida e determinada a sua atividade enzimatica [47] O sistema de
injecdo em fluxo consistia na inser¢éo de 375 uL de dopamina e 400 yL de
uma solucdo contendo a fonte enzimatica, ambas confluindo em fluxo e
seguindo para uma bobina de reagdo para posterior detecgdo a 466 nm.

Como fluxo transportador foi utilizado uma solucdo tampao de fosfato
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(pH=7) a uma vazao de 2,2 mL min™, tendo a curva analitica apresentado
linearidade de 5,3 x 10°a 5,3 x 10* mol L™.

Ainda em FIA, a dopamina foi determinada
espectrofotometricamente, a 390 nm, utilizando-se hidroxido de sodio
(NaOH) como reagente, fazendo-se necessario levar as amostras a um
prévio aquecimento (65°C) [4]

Método em FIA, para a determinacdo da dopamina sem
requerer pré-tratamento da amostra foi proposto [48]. Neste método foi
utilizado um eletrodo seletivo de metaperiodato em um sistema simples, e
de facil operagao que apresentou alta reprodutibilidade. O sistema consistia
na insercdo da dopamina em um fluxo transportador, que confluia
posteriormente com uma solugdo de metaperiodato, seguindo para os
eletrodos (ion seletivo e referéncia). Ambos eletrodos acoplados a um
decimilivoltimetro e um registrador do sinal (microcomputador). A melhor
condicdo para essa determinacdo apds otimizacdo das condigdes
experimentais apresentou para a dopamina uma faixa linear entre 8,0 x 107
—2,7x10"g.L", a uma vazdo de 7 ml min™, injetando-se 50 pL da solucéo.

Espectrofotometricamente , tendo-se o metaperiodato de sédio
como agente oxidante, primeiramente foram determinadas adrenalina e
isoprenalina (catecolaminas) [49], ndo sendo necessario levar as amostras
a um pré-tratamento. O sistema desenvolvido era bastante simples, tendo,
como fluido transportador, uma solugédo de metaperiodato (1,0 g.L'1), onde
200 pL de uma solugdo contendo a amostra era inserido, seguindo para um
reator de 4,30 m, a uma vazdo de 3,0 mL min”. O sistema desenvolvido
apresentou boa reprodutibilidade para estas catecolaminas.

Posteriormente, o mesmo sistema foi utilizado para a
determinacido de dopamina e metildopa [50]. Neste caso, fez-se necessario

levar o sistema ao aquecimento, devido a observagdes das condi¢des
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experimentais. Os melhores resultados foram obtidos a temperatura de
65°C para a dopamina, mantendo-se as mesmas condi¢cdes anteriores
(“loop”, vazao, reator e concentragdo do metaperiodato). A detecgao foi
realizada a 473 nm, obtendo uma faixa linear variando de 2,0 x 10° a 2,0
x10™* mol L. O desvio padrao relativo para esta metodologia foi menor que
0,5 (n=10).

Outros métodos em analise em fluxo tém sido citados na
literatura para a determinacdo de dopamina, dentre as quais, com deteccao

amperométrica [51], e por quimioluminescéncia [52-53]

3.2.2.1 — DETERMINAGAO ESPECTROFOTOMETRICA BASEADA NA
REAGAO COM METAPERIODATO

Métodos analiticos sdo encontrados na literatura cientifica para
a determinacao desta catecolamina baseados na reacdo com metaperiodato
de soédio, dentre os quais podemos citar primeiramente o trabalho
desenvolvido por Sastry [3], através do qual, em 1982, foi estudado o tempo
da estabilidade do composto colorido formado pela oxidacdo da mesma.
Para a determinacdo de dopamina com periodato e aminofenol, o tempo
maximo para o desenvolvimento da coloragdo obtido foi de 10 min e
permaneceu estavel por duas horas. O estudo foi realizado a partir de
solugbes preparadas de reagentes analiticos,, ndo sendo relatado
observacdes em amostras farmacéuticas.

Ja em drogas farmacéuticas, a dopamina foi determinada
fazendo-se necessario um pré-tratamento das amostras, com um
aquecimento em torno de 65°C, pelo tempo de 3 a 7 minutos, seguindo-se

do resfriamento da amostra. Media-se, entdo, a absorbancia a 465 nm. A
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temperatura e o tempo de reacdo influenciam diretamente a taxa de
ciclizacdo oxidativa (produto final obtido na oxidagdo da dopamina). O
mecanismo proposto para a oxidagdo da dopamina (Figura 6) foi investigado e

proposto por varios pesquisadores [54-55]. e € mostrado a seguir.

H T
+ 10 _— + 103 + HO
H MH == MH 2

Dopamina Metaperiodato Dopaminaguinona

Figura 6 — Oxidacao da dopamina.

ApoOs a oxidagdo da dopamina, o produto cromdéforo pode originar

L O

e

outras espécies quimicas [55].
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Figura 7 — Produtos formados pela oxidagdo da dopamina.



3.3 — PLANEJAMENTO FATORIAL

O planejamento fatorial permite determinar se as variaveis (ou
fatores) escolhidas previamente tém ou n&o influéncia sobre as respostas
do sistema, como também se existe alguma interacédo entre esses fatores e
se estas interagbes sao significativas ou ndo. Para se realizar um
planejamento fatorial, definimos primeiramente os niveis que cada fator
deve ser estudado (valores ou classes), isto €, os valores dos fatores que
serdo empregados no experimento. Quando o planejamento apresenta
apenas dois niveis, sdo denominados de inferior e superior e representamos
por ( - ) e ( + ), respectivamente. Atribuindo apenas dois niveis aos fatores,
torna-se mais simples (e mais facil) de se realizar um planejamento fatorial.

Como em um planejamento fatorial precisamos realizar todas
as combinagdes possiveis dos niveis dos fatores.Se existir n; niveis do fator
1, n, do fator 2,..., n, do fator k o planejamento sera um fatorial de n; x n, x
... h ensaios diferentes. Costuma-se representar um planejamento de dois
niveis e k variaveis por 2.

Neste trabalho, selecionou-se como variaveis ou fatores para a
determinacdo de dopamina pelo método cinético, a vazdo, o volume
introduzido (“loop”), a concentragdo do metaperiodato de sodio e o
comprimento do reator. As respostas avaliadas foram a sensibilidade do
meétodo, o coeficiente de regresséo linear, a faixa dinamica de concentragao
linear, o desvio padrao relativo, o limite de quantificacdo e o tempo de

analise.

22



3.4 - FUNGAO DESEJABILIDADE

Para definicdo dos niveis dos fatores que fornecem os
resultados mais desejaveis, dentro das condi¢gdes de analise, foi empregada
uma metodologia de otimizagdo simultdnea baseada na definicdo da
Funcdo Desejabilidade [56], onde atribuimos para cada resposta, valores
restritos ao intervalo (0,1). Para um valor indesejavel € atribuido o valor zero
e para o valor mais desejavel € atribuido o valor um. Com esta fungéo
podemos eliminar algumas condi¢des proposta no planejamento fatorial,
que devido a agdo de algum fator n&o apresentou um bom desempenho nos
resultados. Todavia a forma da fungédo desejabilidade global, D, depende de
como ela esta formulada para cada uma das respostas estudadas. A funcao

desejabilidade, D, é definida por:

1

D:(dfxdgxdngdﬁ)m, (1)
onde:
dn = %, para Rmin < Rn < Rideal (2)
ideal — "M min
o= RRn - RFanax para Rigeal < Rn < Rmax (3)

ideal — ' max

Aqui R, sao as diferentes respostas consideradas para a
otimizagdo. As Equacgdes (2) ou (3) séo utilizadas quando se deseja como
uma resposta ideal, Rigea, uUm valor alto (por exemplo, uma alta

sensibilidade) ou baixo (um baixo desvio padrao), respectivamente. R, €
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Rmax S80 0s valores minimo e maximo aceitaveis. Empregando a Equacgao
(2) deve ser atribuido o valor 1 para d,, quando o valor de R, for acima do
Rigeas € 0 valor 0 para valores abaixo de R,,;,. O oposto deve ser feito
quando se utiliza a Equacéao (3). Desta forma, a desejabilidade, D, sempre
ficara restringida a valores entre 0 e 1. Os expoentes a, b, ¢, ...n séo
definidos de acordo com a importancia das diferentes respostas para o

procedimento de analise.
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4 - EXPERIMENTAL

4.1 - REAGENTES, SOLUGOES E AMOSTRAS.

i) Planejamento e otimizagao do experimento.

Para a realizagdo do planejamento fatorial, as solugbes de
Cloridrato de dopamina (CgH{{NO,.HCI MM 189,6 g/mol- Sigma.) foram
obtidas pela diluicdo de uma solucdo estoque de 1,90 x 10" g.L™,
preparada a partir do reagente previamente pesado. Nas diluigdes, foi
utilizada uma solugado tampao com pH = 4,8 (CH;COOH/CH;COONa 0,02
mol L), sendo preparadas as seguintes solucdes: 9,48 x 10, 1,42 x 107,
1,90 x 102, 4,74 x 102, 9,48 x 102 e 1,90 x 107'g L.

Para preparar a solucdo tampéo, utilizou-se uma solugao de
hidroxido de sédio (NaOH - Sigma) 1,0 mol L™ e outra solugdo de &cido
acético glacial (CHzCOOH - Merck) com concentragdo igual a 1,0 mol L.

Foram preparadas solugdes de Metaperiodato de sddio (NalO4
- Sigma) nas concentracdes de 0,10; 0,55 e 1,00 g. L™

Foi preparada uma solugao de dicromato de potassio (K,Cr,O-
MM 293,8 g mol”" — Merck) 2,174 x 10" g L™

ii) Analise das Amostras Reais.

As solugdes de Cloridrato de dopamina (CgH{{NO,. HCI) foram
preparadas a partir de uma solugdo estoque de 2,0 x 102 g L™, ficando as
concentracdes apos diluicdo entre 1,0 e 6,0 x 102 g L', enquanto que as

amostras reais foram preparadas a partir de amostras (ampolas injetaveis)
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de concentracdo nominal igual a 5,0 g. L™, tendo como concentragdo apds a
diluicdo 3,5x 102 g L™,

A concentracao de solucao de dicromato de potassio (K,Cr,0O5)
para a analise das amostras reais foi de 8,4 x 107 g. L.

Na determinacéo por HPLC, foi utilizado como fase mével, uma
solugdo contendo 260 mL de Acetonitrila (CH3;CN - J. T. Baker) misturada
com 1.760 mL de solugao contendo 1:1000 de 1-octanosulfonato de sddio
(CgH47NaO3S.H,O MM. 234,29 - Vetec) diluido em uma solugéo 1:100 de
acido acético. Como solucao de resolugcao foi utilizada uma solucdo de
acido benzoico (C;Hg0, MM 122,1 g mol™ - Merck) 0,5 mg.mL™".

4.2 - EQUIPAMENTOS.

Para bombear as amostras originando o fluxo transportador foi
utilizada uma bomba peristaltica Gilson modelo Minipuls 3 e um injetor
comutador foi utilizado para a introducdo das amostras em fluxo. Um
colorimetro, construido no laboratério empregando um LED (Aemissao = 464
nm ) foi empregado na leitura do sinal analitico. A aquisicao e visualizagao
dos dados analiticos foi realizada por um microcomputador PC. Uma
interface eletrébnica, marca Advantech, modelo PCL-818L, foi conectada ao
computador e ao colorimetro para a aquisicao dos dados analiticos.

Para a validacdo do método analitico foi utilizado um
equipamento HPLC Shimadzu CLASS-VP V.6,1.

Foram utilizados ainda no preparo das solugdes uma balanca

analitica Bel Engineering e um PHmetro digital — Del Lab modelo DL-PHT.
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4.2.1 — SISTEMA DE ANALISE EM FLUXO.

O sistema de analise em fluxo utilizado durante o planejamento
fatorial € mostrado na Figura 8. Os padrdes de dopamina s&o introduzidos
em um fluxo continuo, tendo uma solu¢cdo de metaperiodato de sédio como

fluido transportador.

T4

Figura 8 — Diagrama de fluxos. B: bomba peristaltica, I: injetor (posi¢ao de
injecao), D: detector (colorimetro a base de LED), L: alga de amostragem

“loop”, R: rejeito, Am: solugdo amostra.

O sistema FIA foi alterado para a determinagdo da dopamina
em farmacos, devido a existéncia de efeito de matriz. Foi entdo, proposto
um novo sistema FIA que emprega as estratégias de zonas coalescentes
(“merging zones”) e amostragem de zona dispersa (“zone sampling’),
apresentado na Figura 9, para a realizagdo do meétodo por adigbes de
analito. Volumes iguais a 400 pul de solugéo padrao (reagente, 1,0 - 6,0 x 10
2 g L") e solugcdo amostra (farmaco, 3,5 x 102 g L") sdo introduzidos
através de “loops” diferentes. Apos suas amostragens, o injetor-comutador
tem sua posi¢ao alterada e estas solugbes apos se misturarem em uma
confluéncia, preenchendo um terceiro “loop” 400uL. Nesta etapa do

processo de amostragem, como fluido transportador utiliza-se uma solugao
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tampao 4,8 (CH3;COOH/CH;COONa 0,02 mol L™). Apds completar um
tempo definido experimentalmente (22s), altera-se novamente a posi¢cao do
injetor-comutador voltando-se para a posigao inicial sendo a mistura de
ambas as solugdes (amostra + padrao) direcionada para o detector, tendo-

se agora como fluido transportador uma solugcéo de metaperiodato de sodio.

(nistor)
o

Figura 9A. Figura 9B.
Figura 9 — Diagrama de fluxos para a analise de dopamina em farmacos.
9A: Injetor na posicdo de enchimento dos “loops” e andlise. 9B: Injetor na

posicdo de amostragem de zonas dispersa.

4.2.2 - FOTOMETRO

O fotbmetro construido pode ser separado em dois blocos
basicos, como ilustrado na Figura 9. O primeiro desses blocos é
responsavel pela emissdo de radiacdo e o segundo trata da deteccdo da
radiacdo que nao foi absorvida pela solugdo. Ao fotbmetro foi acoplada uma

cela de fluxo em acrilico construida no laboratoério.

28



Emiz=fo de
radlacio

=
=
=

‘%ﬁ; Deteccio

Cela de Fluxo
Figura 10 — Esquema basico do fotdmetro.

O diagrama do circuito eletrénico do fotdbmetro € apresentado
na Figura 10. A parte do circuito responsavel pela emissdo de luz é
formada por um LED (“Light Emitting Diode” ou Diodo Emissor de Luz), que
emite radiagdo numa faixa de comprimento, com emissdo maxima em no
comprimento de onda de 466 nm, e um resistor variavel TR1 que regula a
intensidade de radiagdo emitida, de modo que o fototransistor no circuito de
deteccao nao fique saturado.

O circuito detector tem, como principal componente, o
fototransistor FT que capta a radiagao emitida pelo LED. O fototransistor
tem um encapsulamento transparente que permite a radiagao externa atingir
uma pastilha semicondutora interna. A corrente que circula nos terminais do
fototransistor é entdo gerada através de efeito fotoelétrico, o que faz com
que ela seja proporcional a intensidade de luz incidente. As variagdes de
corrente nos terminais do fototransistor sdo levadas para a entrada nao
inversora do amplificador operacional via resistor R2 de 56KQ, onde sera
amplificado. O ganho do amplificador é determinado pelo resistor variavel
TR2 de 470KQ.

29



+5V +5V

10K
TR1
LEDO .7~ ‘@) FT
R2 -5V
R6 56k UA741 5%5;(
1k e : p—~—p—Faida >
1 +5V
- R4
180k
o —— " N"—9
R1 c1 c2
[ —— 220nF
TR2
470K
R3
1K

Figura 11 — Diagrama do circuito eletrénico desenvolvido para o fotdmetro.

O sinal final amplificado é proporcional a intensidade de luz
incidente no fototransistor, sendo enviado, através do resistor R5, a um

sistema de aquisi¢cao de dados via computador.

4.3 - PROGRAMA DE CONTROLE

Para realizar a aquisicao, tratamento e apresentacédo dos dados
obtidos com o sistema proposto foi desenvolvido um programa
apresentando uma interface amigavel com o analista. Quando se inicia o
programa, a tela principal é acionada. Nela pode-se direcionar qual
atividade sera realizada, sejam procedimentos de analise, tratamentos de
dados, ou sair do programa. Na Figura 12, apresenta-se o fluxograma para

o programa desenvolvido.
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FIGURA 12 - Fluxograma do programa de aquisi¢ao e tratamento de dados.
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4.3.1 AQUISICAO DE DADOS.

Utiliza-se este diretério quando se pretende realizar uma analise.
Logo apds ser acionado, é aberta uma tela de arquivamento dos dados. Nesta
janela devemos indicar em qual endereco do computador as informacgdes
obtidas na analise serdo arquivadas em formato de texto (.txt). Esta opgéo de
arquivamento € executada antes de serem iniciadas as analises, para se
evitar a perda das informagdes por motivos, tais como queda de energia ou
falha no sistema . Apds esta operacao € aberta a tela de analise.

Nesta tela, estdo os comandos relacionados a aquisicdo dos
dados analiticos, (canal de leitura, tempo de leitura, boxcar e ganho),
presentes no comando ajustes. O canal de leitura esta relacionado com o
canal da interface, no qual esta conectado o fotdbmetro para a realizacdo da
leitura e conversao do sinal de analdgico para digital, cujo valor € enviado ao
computador onde é arquivado. O tempo de leitura € o tempo de duracado da
aquisicao dos dados, desde a leitura do branco, logo quando a amostra é
injetada, até o término da analise. Para as analises de dopamina foi
selecionado um tempo de 75 s. O boxcar esta relacionado com a quantidade
de pontos em um determinado periodo que o programa ira calcular a média,
visando aumentar a precisdo das medidas. O ganho esta relacionado com a
faixa de tensdo, na qual o sinal eletrénico analdgico do fotdbmetro é capaz de
ser convertido em um sinal digital pela interface. O ganho 3 (-0,625 a +0,625
Volts) foi utilizado neste trabalho. Confirmadas as condi¢cdées de aquisicao dos
dados retorna-se para a tela principal e inicia-se as analises.

Para se iniciar a determinagao , o injetor deve estar na posi¢ao
de amostragem . Apds preencher-se o0 “loop” com a amostra, altera-se o
injetor para a posi¢édo de analise, onde um sinal elétrico é enviado para a
placa indicando a insercdo da amostra e consequentemente o inicio das
medidas.

No término de cada medida, abre-se uma tela onde se deve
escolher entre salvar a curva obtida ou n&do. Em ambos os casos, afirmativo

ou negativo, retorna-se a tela principal para efetuar-se uma nova medida. Este
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procedimento repete-se até que sejam analisadas todas a amostras

necessarias para a construg¢ao da curva analitica.

4.3.2 - TRATAMENTO DOS DADOS

Para o tratamento dos dados € necessario abrir o arquivo da
analise realizada,..Em seguida inicia-se uma tela com opg¢des para o
tratamento analitico das informagbes obtidas nas analises (exibir curvas,
copiar resultados, calcular t; ,t; e calcular a variagdo de absorbancia — AA ).
Os procedimentos para o tratamento de dados s&o os seguintes:

A opcao “exibir curvas” mostra todas as curvas obtidas na
analise.

As variaveis t; e t; representam os tempos onde as medidas de
absorbancia sao realizadas para analise e seus valores sao escolhidos para
que uma variagdo maxima de absorbancia seja obtida. A escolha destes
tempos deve ser feita a cada modificagcdo do sistema de analise; uma vez
definidas as condi¢cdes experimentais, este procedimento ndo precisa mais
ser realizado.

Uma vez definidos t; e t,, calcula-se o valor da variacdo de
absorbancia, AA.

Com os valores de AA, calcula-se a média para cada
concentracao das solucdes injetadas e o desvio padrdao, ambas através da
opcao “copiar resultados”, onde os resultados obtidos s&o transferidos para o
programa Excel. A “opgédo” calculos € responsavel pela realizagdo dos
calculos necessarios para a determinacdo da concentragdo da amostra pelo
Método de Adigao do Analito. O grafico variacdo de absorbancia (AA) versus

concentracao de dopamina também é apresentado.
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4.4 - PROCEDIMENTO ANALITICO

De fato dois procedimentos analiticos foram empregados neste
trabalho, um durante a etapa de otimizagcdo do sistema e um segundo, com
pequenas modificacdes, foi adaptado para a realizacdo do Método de Adicao

do Analito na determinacao de dopamina.

4.4.1 - OTIMIZAGAO

Duas etapas s&do necessarias ao procedimento de analise,
calibracdo e a analise propriamente dita. Na etapa de calibracdo, uma solucéo
croméfora com capacidade absorver radiacdo no mesmo comprimento de
onda do analito € utilizada para determinar as concentracdes relativas do
analito, dopamina, na etapa de analise. Como solucdo de calibracdo, foi
utilizada uma solugdo de dicromato de potassio 2,174 x 10" g L. Uma vez
que ambas solugdes sdo aquosas e diluidas, considera-se que estas sofrem
dispersdes iguais. Em sequéncia, inicia-se a etapa de analise, onde a amostra
é inserida no fluido transportador reacional, solucdo de metaperiodato, sendo
que a leitura do branco é realizada imediatamente apds a inje¢cao de cada
amostra. As curvas, sinal versus tempo, encontradas para as etapas de
calibracido e analise sao apresentadas na Figura 13.

Na etapa de calibragdo, sdo encontrados dois pontos (tempos),
em torno do maximo de concentragcdo, com mesma absorbancia, A, = A,, que
significa mesma concentracdo para a solucdo de calibragdo e,
consequentemente, para o analito. Apos a calibracdo da dispersdo, sao
medidas as absorbancias do produto reacional para os dois tempos, t; e t;, na
etapa de analise. Apesar da mesma concentracéo inicial do analito, deve
haver uma mudancga na absorbancia referente aos diferentes graus da reacao
quimica. A variagdo de absorbancia, AA, é entdo utilizada como sinal

analitico.
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Figura 13 — Curva absorbancia versus tempo para (a) solu¢ao de calibragao,
K,Cr,07 8,4 x 102 g L™ e (b) produto da reacgdo entre dopamina e o reagente

metaperiodato de sodio.

Os tempos t; e t, devem gerar um maximo de variagdo de
absorbancia na etapa de andlise e sao definidos previamente. Na pratica,
apenas um deles, t;, € pré-definido e o segundo é encontrado pelo programa
em cada medida realizada. Com isto evita-se erros devido a alteracdes na

disperséao das solugdes, devido a desgastes dos tubos ou da bomba.

4.4.2 - DETERMINAGAO DE DOPAMINA EM FARMACOS.

Neste caso, o procedimento analitico permanece sendo realizado
em duas etapas: a calibracido e a analise propriamente dita, porém, a insergao
das solugdes é levemente modificada. Na etapa de calibragdo a solucao
cromofora, Ko,CroO; 2,174 X 107" g L, é inserida a partir dos dois “loops”,
relativos a amostra e a solugdo padrao (Figura 9), em diregdo ao terceiro e
apos 22 segundos, o injetor comutador tem sua posi¢ao alterada e a solugao
de dicromato migra em dire¢cao ao detector. Na etapa de analise, a amostra e

a solucao padrao sao inseridas cada uma em seu “loop”, repetido os passos
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da etapa de calibragdo. O valor de AA também é encontrado da mesma
forma.
4.5 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A metodologia proposta foi otimizada através da realizagdo de um
planejamento fatorial 2* [56], acrescido de um ponto central em triplicata. As
variaveis estudadas foram volume de amostra inserido, concentracido do
reagente metaperiodato, comprimento do reator e vazdo do fluido
transportador (metaperiodato). As respostas (parametros analiticos) avaliadas
foram: sensibilidade, coeficiente de regresséao linear, desvio padréo relativo,
ordens de grandeza da faixa dindmica de concentragdo, limite de
quantificagao e tempo de analise. A sensibilidade (definida pela inclinagéo da
curva de calibragao) e o coeficiente de regresséao linear foram obtidos dentro
da faixa dindmica de concentracdo de cada condi¢cdo experimental utilizando
amostras testes de dopamina com concentracdes 9,48 x 107%; 1,42 x 10% 1,90
x 10% 4,74 x 10% 9,48 x 102 e 1,90 x 10"'g L™". O limite de quantificacdo [57]

foi calculado de acordo com a equagao:

_ 10xs,,

LQ S

’

Onde sy, € 0 desvio padrdo para o branco e S a inclinagao da
curva de calibragéo.

Na Tabela 1, estdo apresentadas as varidveis e seus niveis
selecionados para o processo de otimizagcédo. Esses niveis foram escolhidos
baseados em experimentos preliminares univariados conforme a convencao
estabelecida usualmente, os dois valores extremos dos niveis sao
identificados como —1 (nivel inferior) e + 1(nivel superior). Os dezenove
ensaios (dezesseis para o planejamento 2* e trés no ponto central) foram

realizados aleatoriamente.
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Tabela 1 — Variaveis do sistema (fatores) e seus niveis para a otimizagao da
metodologia proposta, aplicando um planejamento fatorial 2*.

Niveis
Fatores - Central +
Vazao (ml.min™), F 0,70 0,85 1,00
Volume de amostra (ul), Vam 200 300 400
Concentracdo do metaperiodato (g I'"), C 0,1 0,55 1
Comprimento do reator (cm), Lg 20 60 100

4.6 — FUNGAO DESEJABILIDADE

Os valores admitidos referente a equagao da desejabilidade (d,)
bem como os valores dos expoentes adotados para as diferentes respostas
sao apresentados na Tabela 2. O expoente 1 foi selecionado para a resposta
limite de quantificagdo, uma vez que a concentragdo de dopamina nas
amostras reais é elevada e com pouca variacdo, necessitando de diluicao
para a sua determinagao pela metodologia proposta. Para as outras respostas
o0 expoente dois foi adotado. A Faixa Dinamica de Concentragdo nao foi
incluida no calculo da desejabilidade, pois as variaveis estudadas nao
apresentaram efeitos estatisticamente significativos para esta resposta, como
sera demonstrado mais adiante. Os valores escolhidos de Rigea;, Rmin, Rmax €
dos expoentes foram selecionados arbitrariamente como sendo os que

apresentam a melhor condicao para a funcao desejabilidade.
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Tabela 2 — Valores de Rigea, Rminy Rmax € dos expoentes para as diferentes

respostas, utilizadas na Fung¢ao Desejabilidade.

Respostas Rigeas Rmin Rmax EXpoente
Sensibilidade, S 100 40 — 2
Coeficiente de regressao linear, R 1,0 0,990 — 2
Desvio padréo relativo; DPR 2,0 — 5,0 2
Limite de quantificacdo; LQ (u.I'"y 76 — 13,3 1
Tempo de analise; TA (s) 5 — 55 2
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os valores para as diferentes respostas estudadas (sensibilidade,
S; coeficiente de regresséo linear, R; desvio padrao relativo, DPR; ordens de
grandeza da faixa dinamica de concentragcédo, FDC; limite de quantificagéo,
LQ; e tempo de analise, TA, obtidos nos dezenove ensaios referentes ao
planejamento fatorial 2%, com trés repeticdes auténticas no ponto central estdo
apresentados na Tabela 3).

Os efeitos principais e de interacao até terceira ordem, bem como
seus erros padrao sao apresentados na Tabela 4. Os efeitos considerados
significativos ao nivel de 95% de confianga estdo destacados em negrito. No
caso da resposta faixa dinémica linear de concentracdo, observou-se que as
variaveis estudadas ndo mostraram efeitos estatisticamente significativos.
Assim, esta resposta, como ja comentado, ndo foi considerada na otimizacéo
do sistema utilizando a fungao desejabilidade. Para todas as outras respostas
sao significativos varios efeitos de interagdo de segunda e terceira ordem,
evidenciando que a otimizagao do sistema nao poderia ser realizada de forma
univariada.

As interpretacbes dos efeitos para as respostas Sensibilidade,
Desvio Padrdo Relativo e Tempo de Analise sao apresentadas
separadamente nas se¢des que seguem.

Os efeitos mostraram-se significativos para o coeficiente de
correlagao devido a pouca variabilidade das respostas no ponto central e suas
interpretacbes ndo sao necessarias para a compreensao do sistema
desenvolvido. Além do mais, observa-se que, exceto pela condigao
experimental 8 (tabela 3), os valores de R s&o superiores a 0,99. O limite de

quantificagdo, por sua vez, também ndo é uma resposta que mereca
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interpretacdes mais detalhadas, pois, como ja citado, os teores de Dopamina

nas amostras reais sao elevados.
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Tabela 3 — Respostas para um planejamento fatorial completo 2* com trés repeticdes auténticas no ponto central. S:
sensibilidade, R: coeficiente de correlagdo, DPR: desvio padrao relativo, FDC: ordens de grandeza da faixa dinamica de
concentragao, LQ: limite de quantificacdo, TA: tempo de analise.

Fatores / Niveis Respostas

Condigdo F Vam [ R. S R DPR FDC LQ TA

(ml min™) (1) LW (cm) (%) CID) (s)

1 - - - - 57,9 1,000 3,01 3,33 1,26 x-10 29,3
2 + - - - 46,0 0,999 4,59 3,33 1,12 x-10 2 16,1
3 - + - - 62,8 1,000 4,50 3,33 1,39 x-10 2 41,9
4 + + - - 60,2 0,999 3,18 5,00 8,98 x-10 2 31,3
5 - - + - 50,4 0,999 5,88 5,00 2,25 x-10 2 22,6
6 + - + - 40,7 1,000 7,32 4,00 2,28 x-10 2 14,5
7 - + + - 89,7 1,000 0,85 3,33 1,03 x-10 2 34,4
8 + + + - 87,4 1,000 1,73 3,33 1,32 x-10 2 23,4
9 - - - + 31,2 0,979 2,45 5,00 1,25 x-10 2 40,6
10 + - - + 31,2 0,995 8,00 5,00 8,75 x-10 2 30,1
1 - + - + 62,5 0,999 4,43 5,00 7,73 x-10 2 73,8
12 + + - + 60,6 1,000 1,75 3,33 9,97 x-10 2 36,1
13 - - + + 57,7 1,000 413 20,00 7,34 x-10 2 53,4
14 + - + + 9,3 1,000 35,31 4,00 3,23 x-10 2 38,9
15 - + + + 40,8 0,991 1,63 10,00 1,37 x-10 2 100,0
16 + + + + 90,5 0,998 3,40 5,00 8,11 x-10 2 32,3
17 0 0 0 0 64,8 1,000 1,50 3,33 1,02 x-10 2 25,2
18 0 0 0 0 58,1 0,999 3,84 6,67 1,35 x-10 2 29,3
19 0 0 0 0 57,6 1,000 4,10 5,00 1,40 x-10 29,9
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Tabela 4 — Efeitos principais e de interacdo (segunda e terceira ordem) para o planejamento fatorial 2*. Vazao do fluido

transportador (F),

volume injetado da amostra (V.m), concentragcdo da solugdo de metaperiodato (C),

reator (Re). Os efeitos estatisticamente significativos no nivel de 95% de confianga estdo em negrito.

comprimento do

Estimativas * erro padrao

Efeitos S R DPR (%) FDC(ordens) LQ (gl TA (s)
’ 54,8 +1,0 0, 9978 £ 0,0001 53+0,3 54+0,4 0,013 + 0,0005 37,0+ 0,6
F -3,4+20 0,0029 + 0,0003 48+0,7 -2,6+0,8 0,003 £+ 0,0010 -21,7+1,3
Vam 28,8+2,0 0,0019 + 0,0003 -6,1+0,7 -1,4£0,8 -0,007 + 0,0010 16,0+ 1,3
C 6,6 £2,0 0,0021 + 0,0003 3,5+£0,7 2,7+0,8 0,007 + 0,0010 26+1,3
Lr -13,9+£ 2,0 -0,0044+ 0,0003 3,7+0,7 3,3+0,8 -0,000 + 0,0010 24,0+1,3
F* Vam 14,1+2,0 -0,0011 + 0,0003 -51+0,7 1,5+£0,8 -0,002 + 0,0010 -10,1+1,3
F*C 0,7+2,0 -0,0009 + 0,0003 4,0+0,7 -2,6+0,8 0,002 + 0,0010 -3,7+1,3
F* LR 3,2+2,0 0,0031 = 0,0003 42 +0,7 -2,9+0,8 0,001 + 0,0010 -10,9+£1,3
Vam *C 8,8+2,0 -0.0044 + 0,0003 -5,1+0,7 -1,4+0,8 -0,003 £+ 0,0010 -0,8+1,3
Vum * LR 25+2,0 0,0016 + 0,0003 -3,5+0,7 -1,3£0,8 0,002 £+ 0,0010 3,8+1,3
c*Lr -3,6£2,0 0,0019 + 0,0003 34+0,7 25+0,8 -0,002 + 0,0010 85+1,3
F* Vam *C 12,3+£2,0 0,0026 + 0,0003 -2,4+0,7 1,5+0,8 -0,005 + 0,0010 -4,0£1,3
F*Vun * LR 9,9+2,0 -0,0009 + 0,0003 -4,3+0,7 0,8+0,8 -0,005 + 0,0010 -10,0+£1,3
F*c* Lg 0,1+2,0 -0,0016 + 0,0003 3,5+0,7 -2,1+£0,8 0,003 £+ 0,0010 -48+13
V.m *C* LR -7,9+20 -0,0046 + 0,0003 -2,4+0,7 -0,4+0,8 -0,001 £ 0,0010 1,0+1,3
t2.05%) X S 8,6 0,0013 3,0 3,4 0,004 5,6
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5.2 — ANALISE DOS EFEITOS
Para a anadlise dos efeitos foi utilizado o programa “Statistica”

versao 5.1, calculando as interacdes de até trés fatores.

5.2.1 — SENSIBILIDADE

Para facilitar a interpretacdo dos efeitos, devido a presenca de

interagdes, foram construidas as tabelas 5 a 8.

Tabela 5 — Avaliacao do efeito da vazao (F) na sensibilidade.

Condigées  V.m(uL) C(gL”') Lgr(cm) Efeitos

1 200 0,1 20 -11,9
2 400 0,1 20 -2,6
3 200 1,0 20 -9,8
4 400 1,0 20 -2,3
5 200 0,1 100 -0,04
6 400 0,1 100 -1,9
7 200 1,0 100 -48,4
8 400 1,0 100 49,7

Os efeitos mais significativos foram observados quando a
concentragcdo e o reator encontram-se simultaneamente em seus niveis
superiores (1,0 g/L e 100 cm), entretanto com comportamento oposto
dependendo do loop. Quando se altera a vazéo do nivel (-) para o nivel (+),
com o “loop” de (200 uL) mantendo a concentragdo de metaperiodato de
sédio de 1,0 g L™ e com um reator de 100 cm, tem-se uma diminuicdo de
48.4% na sensibilidade, enquanto que, com o loop de 400 uL, temos um
aumento de 49,7% na sensibilidade. Isto fica mais facil de compreender
uma vez que as variaveis que influenciam neste caso sdo a disperséo e a

taxa de reagcdo quimica (cinética da reagdo). Com o “loop” de 400 uL
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(situacdo 8), o tempo de reacdo tanto em 0,70 quanto em 1,0 ml min™ foi
suficientemente longo para que a diferenca de sinal devido a taxa de reacao
quimica tenha sido insignificante. Neste caso, a variavel que mais
influenciou foi a dispersdo. A resposta obtida a 1,0 ml min™ foi maior, uma
vez que a dispersdo é menor, a 0,70 ml min'1, promovendo um aumento na
sensibilidade. Entretanto, com o “loop” de 200 uL (situacéo 7), na vazao de
0,70 ml min™, tem-se um tempo maior para a reacdo quimica que na vazao
de 1,0 ml min'1, contribuindo para o aumento da sensibilidade. A dispersao
ocorrida nesta situagdo nao contribuiu significativamente, como na situagéo
8. Nas situagbes de dois a seis, a vazao apresentou efeitos pouco

significativos.

Tabela 6 — Avaliacao do efeito do loop (Vam) na sensibilidade.

Condigio F (mLmin") C(gL") L:(cm) Efeitos

1 0,70 0,1 20 4,9
2 1,0 0,1 20 14,3
3 0,70 1,0 20 39,3
4 1,0 1,0 20 46,7
) 0,70 0,1 100 -30,2
6 1,0 0,1 100 29,4
7 0,70 1,0 100 -16,9
8 1,0 1,0 100 81,2

O aumento do “loop”, em geral, apresenta efeito no sentido de
aumentar a sensibilidade. Apenas nas condi¢des 5 e 7 (vazao igual a 0,70
mL min”" e reator igual 100 cm), observa-se uma diminuicdo na
sensibilidade.
Para melhor compreender esta questdo, € necessario conhecer como a
amostra é processada no sistema. Quando a aliquota da amostra é inserida
em fluido transportador com o reagente metaperiodato. Independente do

loop empregado, a fragdo anterior da aliquota da amostra inicia o contato e,
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portanto, a reagcdo, a uma mesma distancia (distadncia entre o injetor e o
detector) com relacdo ao detector. Porém, com “loops” de diferentes
tamanhos, suas fragcdes posteriores estardo a uma distdncia maior do
detector, permitindo um maior tempo de reagdo. Como consequéncia, o
aumento do loop produz, no geral, um aumento na sensibilidade. Por outro
lado, a maior distancia das fracbes posteriores da aliquota da amostra no
“loop” de 400 uL também provoca uma maior dispersao da amostra, o que
contribui na diminuicdo do sinal, e consequentemente, na sensibilidade.
Este seria o fator predominante, nas condi¢des 5 e 7 (vazdo de 0,70 mLmin”
' e o reator de 100 cm), uma vez que, com o loop de 200uL, o tempo de
reacdo € suficiente para que a reacdo ocorra quase completamente. O
efeito mais significativo foi observado na condi¢do oito, quando todos os
fatores estdo no nivel superior, com um aumento de 81,2% na sensibilidade.
Neste caso, os niveis dos fatores, com excecdo da vazao, permitem um
aumento no tempo de reacido, o que deve ter sido o fator preponderante

para a alta sensibilidade.

Tabela 7 — Avaliagao do efeito da concentragao (C) na sensibilidade.

Condicdo F(mLmin") V,,(uL) Re(cm) Efeitos

1 0,70 200 20 -7,4
2 1,0 200 20 -5,3
3 0,70 400 20 26,9
4 1,0 400 20 27,1
5 0,70 200 100 26,5
6 1,0 200 100 -21,9
7 0,70 400 100 -21,7
8 1,0 400 100 29,8

O efeito do aumento da concentracido de metaperiodato leva a

um aumento médio de 27,6 na sensibilidade nas condi¢gdes experimentais 3,
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4, 5 e 8. Ja nas condi¢cbes 6 e 7 ocorre o oposto. Ha uma diminuigao na
sensibilidade de 21,8, em média. Quando o V,, € R, estdo ambos no nivel
(-), condigdes 1 e 2, a elevacido de C nao altera significativamente o valor
da sensibilidade. As variacées, ndo foram suficientemente sistematicas e

nao permitiram chegar a alguma inferéncia.

Tabela 8 — Avaliagdo do efeito reator (R.) na sensibilidade.

Condigéo F(mLmin") V,,(uL) C(gL") Efeitos
1 0,70 200 0,1 -26,6
2 1,0 200 0,1 -14,8
3 0,70 400 0,1 -0,3
4 1,0 400 0,1 0,4
5 0,70 200 1,0 7,3
6 1,0 200 1,0 -31,4
7 0,70 400 1,0 -48,9
8 1,0 400 1,0 3,1

O efeito apresentado pelo aumento do reator, em geral, € no
sentido de diminuir sensibilidade e isto € mais bem observado na situacao
sete onde V,, e C estdo nos niveis (+) e F no nivel (-). Com o reator de 100
cm, foi observado que uma mudanca nas outras condicbes nao provocava
alteracao significativa na taxa de reagdo quimica. Desta forma, concluiu-se
que o aumento da dispersao quando o reator sofre um aumento de 20 para

100 cm, foi o responsavel pela maior parte dos efeitos negativos.

5.2.2 - DESVIO PADRAO RELATIVO

Na tabela 3, observa-se um valor muito elevado para o desvio
padrao relativo (35,3%) no experimento 14, que se torna altamente influente

no calculo dos efeitos, como pode ser observado nas Tabelas 12 a 15 do
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Apéndice. Além do experimento 14, os experimentos 2, 6 e 10, também
tiveram altos valores para o desvio padrao relativo. Uma menor aliquota da
amostra (200 uL) e uma mais alta vazao (1,0 mL.min™") resultaram em um
tempo de reacdo pequeno, e, consequentemente em baixos valores de AA.
Estes baixos valores foram entdo responsaveis pelo consideravel desvio

padréo relativo.

5.2.3 - TEMPO DE ANALISE

O efeito principal da elevagdo da vazdo é no sentido de
diminuir, em média, o tempo de analise em 21,7 s. Alterar o volume da
amostra, de 200 para 400 nul provoca, em média, uma elevagéo no tempo de
analise de 16,0 s. O aumento do tamanho do reator também eleva o tempo
de analise em 24,0 s, em média. Todos estes efeitos sdo esperados e nao
merecem interpretagcdes detalhadas, embora sejam evidenciadas pelas
interagdes significativas entre estas variaveis.

A concentragao de metaperiodato, embora n&o apresente efeito
principal significativo, interage com as outras variaveis. A Tabela 9
apresenta os efeitos calculados para esta varidvel em cada condicdo
experimental. Observa-se que, para o reator de 20 cm, o efeito de C é
sempre no sentido de diminuir o tempo de analise (condigdes de 1 a 4).
Quando se emprega o reator de 100 cm, a elevagao de C contribui para um
aumento no tempo de analise nas condicbes 5 a 7, e ndo causa efeito
significativo na condicdo 8. Nenhuma explicagao foi encontrada para estas

observacoes.
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Tabela 9 — Avaliacao do efeito da concentragcao de metaperiodato (C) no

tempo de analise.

Condigao F(mL.min'1) Vim (uL) Lk (cm) Efeitos

1 0,70 200 20 -7,0
2 1,0 400 20 -2,0
3 0,7 200 20 -7,5
4 1,0 400 20 -7,9
5 0,7 200 100 12,8
6 1,0 400 100 8,8
7 0,7 200 100 26,2
8 1,0 400 100 -3,8

5.3 - OTIMIZAGAO DO SISTEMA

A Tabela 10 apresenta os valores para as desejabilidades individuais
obtidas para os experimentos realizados, considerando as condi¢cdes
impostas na Tabela 2. As situagcbes 7 e 16 apresentaram valores para a
funcdo desejabilidade iguais. Entretanto, foi escolhida a condigdo 16 por
apresentar um menor desvio padrao relativo e tempo de analise semelhante
a condig¢ao 7, promovendo uma melhor precisdo nos resultados sem haver

perda significativa na frequéncia analitica.

48



Tabela 10 — Desejabilidades individuais encontradas para cada resposta no planejamento fatorial e seu

respectivo valor para a fungao de desejabilidade.

Situacao Fatores / Niveis DESEJABILIDADES INDIVIDUAIS
F Vam C R. ) R DPR LQ TA FUNGAO
(ml min™") () (g (cm) (%) (g1 (s) DESEJABILIDADE

1 - - - - 0,30 1,00 0,66 0,12 0,51 0,5

2 - - - - 0,10 0,90 0,14 0,37 0,78 0,3

3 - + - - 0,38 1,00 0,17 1,00 0,26 0,4

4 + + - - 0,34 1,00 0,61 0,75 0,47 0,6

5 - - + - 0,17 0,90 0,00 0,00 0,65 0

6 + - + - 0,01 1,00 0,00 0,00 0,81 0

7 - + + - 0,83 1,00 1,00 0,52 0,41 07

8 + + + - 0,79 1,00 1,00 0,01 0,63 0,5

9 - - - + 0,00 0,00 0,85 0,14 0,29

10 + - - + 0,00 0,95 0,00 0,79 0,50

1 - + - + 0,38 0,99 0,19 0,97 0,00

12 + + - + 0,34 1,00 1,00 0,58 0,38 0,6

13 - - + + 0,30 1,00 0,29 1,04 0,03 0,3

14 + - + + 0,00 1,00 0,00 0,00 0,32 0

15 - + + + 0,01 0,10 1,00 0,00 0,00 0

16 + + + + 0,84 0,80 0,53 0,91 0,45 07

18 0 0 0 0 0,34 0,97 0,37 0,12 0,54 0,5

49



5.3 — ANALISE DE DOPAMINA EM FARMACOS

Com base na fungcao desejabilidade, a condicdo escolhida para
serem analisadas as amostras de medicamentos foi: F = 1,0 mL min™, V,, =
400 Wl , C=10g L', Re = 100 cm. Foram analisadas quatro diferentes
amostras de trés fabricantes, obtidas no comércio especializado. Foi
observado, entretanto, que as amostras apresentavam efeito de matriz,

como demonstrado na Figura 14.

*  Amostrad
¥ AmostraB
0.10 - - Amostral ¥
r Padrao

o.08 -

006

0,04 -

wl

o0z -

Yariagao de Absorbancia (A A)

o.00 - ki

T T T T T
o.01 o0z 0,03 0.0 0,05

Concentragao (gfl)

Figura 14 — Curva Analitica para solugcbes padrao preparadas em agua e
para amostras de diferentes fabricantes.

Desta forma, resolveu-se, realizar o Método de Adicdo de
Analito, e o sistema de analise foi alterado para o apresentado na Figura 8.
Uma necessidade para a realizacdo do Método por Adi¢cdo do

Analito era que a concentragdo de dopamina, nao apenas na aliquota da
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amostra, mas também da solucado padrao fosse a mesma nos tempos t; e t,
(Figura 15), ja que, durante todas as medidas realizadas, uma
determinagao cinética exige uma mesma concentragao inicial do analito na
amostra e o Método por Adicdo do Analito, no padrdo adicionado. Neste
sentido, o sistema foi construido com loops idénticos para a amostra e
solugdo padrdo, o que pode ser evidenciado pelo registro obtido para a
solucao de dicromato de potassio, introduzida através dos loops para a

amostra e solucédo padrao em instantes diferentes.

01—
[URTRS

008

006 -

ABSORBANCIA

—— Loop Superior
Loop Inferior

0,04+

0,02~

0,00+ J

! T T T I T ! 1
oo 400 GO0 o0 1000

PONTOS

=

Figura 15 — Registro obtido para a solu¢do de dicromato de potassio,
introduzida em instantes diferentes, através dos loops para a amostra e

solugao padréo, através do sistema FIA apresentado na Figura 8.

Os resultados (Tabela 11) para as amostras de farmacos
apresentaram uma boa concordancia com aqueles obtidos pelo método
padrao, recomendado pela Farmacopéia do Estados Unidos. Erros relativos
menores que 3,3 % e um desvio padrdo para 15 repeticdes em uma das

amostras de 0,0033 g/L foram obtidos.
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Foi possivel com o sistema proposto realizar uma determinagcao
a cada 75 segundos.
Tabela 11 - Resultados, em g L”, comparativos da concentracdo de
dopamina em solugdes injetaveis para a metodologia proposta e para a

recomendada pela farmacopéia dos Estados Unidos da América.

Amostra* FIA-cinético®™  Farmacopéia Erro
americana Relativo

A 5,13 5,01 2,39

A 4,93 512 -3,71

B 5,20 5,05 2,97

C 5,09 4,89 4,09

*As amostras apresentavam uma concentragdo nominal de 5mg ml™.
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6 — CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel de desenvolver um método cinético
em sistema FIA para determinagcdo de dopamina em farmacos sem a
interrupcao do fluxo, através da calibracdo do gradiente de concentragao.
Variaveis relacionadas com o método (volume de amostra inserido,
concentracado do reagente metaperiodato, comprimento do reator e
vazao do fluido transportador, metaperiodato) foram, ainda estudadas,
visando obter uma condigdo adequada, considerando os seguintes
parametros analiticos: sensibilidade, coeficiente de regresséo, desvio
padrao relativo, ordens de grandeza da faixa dinamica de
concentracao, limite de quantificacdo e tempo de analise.

Todavia devido as amostras de farmacos terem apresentado
efeito de matriz, fez-se necessario o desenvolvimento de um sistema de
andlise em fluxo, baseado nas estratégias de zonas coalescentes e
amostragem de zona, para a realizagdo do Método por Adigcao de Analito.

Devido a existéncia do efeito de matriz, com a utilizacdo do
método por adicdo de padrao, diminuindo a freqlUéncia de amostragem e
construindo para cada amostra uma curva analitica.

Por outro lado, a possibilidade de implementacdo do Método
por Adicdo do Analito, através da metodologia de determinacido cinética
proposta, demonstra sua robustez. Todavia, caso esta metodologia seja
aplicada a analises de amostras que nao apresentem efeito de matriz, a
analise direta das amostras através de curva analitica, pode ser realizada,

como descrito na etapa do planejamento fatorial.
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7 — PROPOSTAS FUTURAS

Estudar o sistema proposto com um intervalo maior nos
niveis inferior e superior em um planejamento fatorial para as variaveis
vazao, comprimento do reator e “loop”, visando possiveis resultados
que venham a explicar as variagdbes nas respostas de interesse

estudadas.

Estudar como o efeito da variagdo de temperatura possa

influenciar nas respostas de interesse né método proposto.

Desenvolver um sistema automatico para a injecao da

amostra em sistema FIA que utiliza amostragem de zonas.
Investigar possiveis aplicagdbes da metodologia proposta

para outros tipos de compostos, explorando-se a calibragao de

gradiente em FIA, bem como para outras catecolaminas.
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— APENDICE

Tabela 12 — Avaliacao do efeito da vazao no desvio padrao.

Condigdo  V,,(uL) C(gL") Licm) Efeitos

1 200 0,1 20 1,6
2 400 0,1 20 -1,3
3 200 1,0 20 1,4
4 400 1,0 20 0,9
5 200 0,1 100 5,5
6 400 0,1 100 -2,7
7 200 1,0 100 31,2
8 400 1,0 100 1,8

Tabela 13 — Avaliacao do efeito do “Loop” no desvio padrao.

Condicdo F (mL min") C(gL") L:(cm) Efeitos

1 0,70 0,1 20 1,5

2 1,0 0,1 20 -1,4
3 0,70 1,0 20 -5,0
4 1,0 1,0 20 -5,6
5 0,70 0,1 100 2,0

6 1,0 0,1 100 -6,2
7 0,70 1,0 100 -2,5
8 1,0 1,0 100 -31,9
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Tabela 14 — Avaliacido do efeito da Concentracdo de metaperiodato de

sodio no desvio padrao.

Condigdo F (mLmin™) V,, (uL) Lx(cm) Efeitos

1 0,70 200 20 2,9
2 1,0 200 20 2,7
3 0,70 400 20 -3,7
4 1,0 400 20 -1,4
5 0,70 200 100 1,7
6 1,0 200 100 27,3
7 0,70 400 100 -2,8
8 1,0 400 100 1,6

Tabela 15 — Avaliagéo do efeito do Reator no desvio padrao.

Condigdo |F (mL min™)| V,, (uL) | C (g L") | Efeitos

1 0,70 200 0,1 -0,6
2 1,0 200 0,1 3,4
3 0,70 400 0,1 -0,1
4 1,0 400 0,1 -1,4
S} 0,70 200 1,0 -1,7
6 1,0 200 1,0 28,0
7 0,70 400 1,0 0,8
8 1,0 400 1,0 1,7
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