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RESUMO

AMORIM, Jeferson Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de

2020. Microdispositivo compacto construido com ceramicas verdes pa raa
determinacdo de ferro em matrizes alimenticias e farmacé  uticas
empregando imagem digital e andlise em fluxo . Orientador: Willian Toito
Suarez.

Neste trabalho foi desenvolvido, otimizado e validado uma metodologia analitica
para a determinacdo do teor de ferro em matrizes alimenticias e farmacéuticas.
O método foi baseado na captura de imagens utilizando a camera de um
smartphone e um microdispositivo construido com LTCC acoplado a um sistema
de andlise por injecao em fluxo. O principio do método se fundamenta na medida
da tonalidade da cor obtida apds a reacao de complexacéo entre os ions Fe ()
e a 1,10-fenantrolina em pH 4,50. O complexo vermelho gerado foi monitorado
por meio de um smartphone, empregando o aplicativo Color Grab o qual
transforma a imagem obtida no padrdo de cores do sistema RBG, cujos
componentes variam proporcionalmente com a concentracdo do analito. Por
meio do planejamento experimental Box-Behnken, o método foi otimizado com
intuito de obter as melhores condi¢Ges reacionais. Foi obtida uma curva analitica
linear no intervalo de concentracédo de 5,00 x 10° a 1,00 x 10 mol L do ion
metdlico, com coeficiente de correlagdo r> = 0,9964 e limites de detecgdo e
guantificacdo iguais a 5,38 x 10 mol L* e 1,79 x 10° mol L1, respectivamente.
Para os estudos de veracidade foram testados trés niveis de concentracao
distintas: 4,00 x 10, 3,50 x 10“ e 9,50 x 10 mol L, e as porcentagens de
recuperacdo variaram de 82,80 a 108,96%. Os resultados obtidos foram
comparados a um nivel de significancia de 95% empregando o método
desenvolvido e o0 método de referéncia para a analise das matrizes alimenticias
e farmacéuticas e, mostraram que ndo ocorreu diferencas significativas entre
ambos os métodos. A analise das amostras evidenciou que os valores
encontrados estao proximos aos valores rotulados pelos fabricantes, com erros
gue variaram de 3,70 a 6,30% e uma frequéncia analitica de 72 analises por
hora.

Palavras-chave : Andlise por injecdo em fluxo. Imagens digitais. Ceramica co-

sinterizada a baixa temperatura. Ferro. Cereais.



ABSTRACT

AMORIM, Jeferson Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2020. Compact microdevice built with green ceramic for the dete rmination
of iron in food and pharmaceutical matrices using digit al imaging and flow-
injection analysis. Advisor: Willian Toito Suarez.

In this work, an analytical methodology was developed, optimized and validated
in order to determine the iron content in food and pharmaceutical matrices. The
method was based on capturing images using a smartphone camera in a
microdevice built with LTCC coupled to a flow-injection analysis system. The
principle of the method is based on the measurement of the color tone obtained
after the complexation reaction between Fe (Il) ions and 1.10-phenanthroline at
pH 4.50. The generated red complex was monitored using a smartphone with the
Color Grab application capable of transforming the image obtained into the color
pattern of the RBG system, as well as components that vary proportionally
according to the concentration of the analyte. Through Box-Behnken
experimental planning, the method was optimized in order to obtain the best
reaction conditions. A linear analytical curve was obtained in the concentration
range from 5.00 x 10 to 1.00 x 102 mol L of the metal ion, with correlation
coefficient r> = 0.9964 and limits of detection and quantification equal to 5.38 x
10 mol L* and 1.79 x 10 mol L%, respectively. For the veracity studies, three
different concentration levels were performed and the percentages of recovery
ranged from 82.80 to 108.96%. The results obtained were compared at a 95%
significance level using the developed method and the reference method for the
analysis of food and pharmaceutical matrices, and showed that there were no
significant differences between both methods. The analysis of the samples
showed that the values found are close to the values labeled by the
manufacturers, with errors ranging from 3.70 to 6.30% and an analytical

frequency of 72 analyzes per hour.

Keywords: Flow injection analysis. digital images. low temperature co-sintered.

Iron. cereals.
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1. Justificativa

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a anemia pode
ser caracterizada como a condicdo em que a quantidade de hemoglobina
presente no sangue esta abaixo do normal. A condigdo anémica esté atrelada a
caréncia de um ou mais nutrientes essenciais para o bom funcionamento dos
processos biolégicos do organismo, podendo ser causada pela deficiéncia de
diversos nutrientes como o zinco, vitamina B12, proteinas, dentre eles, o ferro.
A anemia ferropriva, causada pela deficiéncia de ferro, € comum em relacéo as
demais, estimando-se que 50% de sua ocorréncia seja provocada pela caréncia
de ferro e manifestada em trés estagios: no primeiro, ocorre a diminuicdo das
reservas de ferro, no segundo, o declinio no teor de ferro sérico e no terceiro,
instala-se a anemia ferropriva, trazendo consequéncias como limitacdes de
trocas de oxigénio e gas carboénico entre o sangue e as outras células do corpo'?.

A condicdo anémica mundial remete a aproximadamente 1,620 milhdes
de individuos, sendo que a anemia causada pela deficiéncia por ferro € de 2,5
maior. De acordo com o Ministério da Saude brasileiro, estima-se que 20,9% das
criancas menores de dois anos apresentam anemia por caréncia de ferro. A sua
alta frequéncia pode gerar muitos custos econdmicos e de saude consideraveis,
uma vez que diminui a capacidade de trabalho fisico, desempenho cognitivo o
gue dificulta criancas em idade escolar, além de baixa resisténcia a infeccdes. A
suplementacao de alimentos fortificados com ferro ou formulac¢des farmacéuticas
a base de sulfato ferroso para o tratamento da anemia podem contribuir para o
controle da deficiéncia desse mineral. Quando a dieta ndo fornece a quantidade
necessaria de ferro, a fortificacdo de alimentos tem sido considerada uma das
melhores formas de prevencao, tendo como vantagem principal, ndo requerer a
participacéo ativa do sujeito no consumo desses alimentos e a ndo necessidade
de mudancas nos habitos alimentares!34 5.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo
metodologias analiticas para a quantificacdo de diversos analitos por meio do
emprego de métodos baseados na analise de imagens digitais, metodologias
estas que fazem o uso de equipamentos de baixo custo para 0 seu
desenvolvimento*'42, Visto que a deficiéncia de ferro pode caracterizar graves
problemas a saude humana, o desenvolvimento de metodologias para a

guantificacdo desse analito em diferentes matrizes torna-se imprescindivel.
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Neste sentido, este trabalho tem como objetivo, desenvolver uma metodologia
para a determinacdo de ferro em matrizes alimenticias e farmacéuticas
empregando smartphones para a captura e analise de imagens das reagdes
colorimétricas em um microdispositivo construido com ceramicas verdes
acoplados a um sistema de fluxo®.

Desta forma, a metodologia descrita neste trabalho apresenta vantagens
em relacdo a outras metodologias ja consolidadas, tais como: a baixa geracao
de residuos quimicos, alta frequéncia analitica, facilidade no monitoramento da
reacao e principalmente seu baixo custo de desenvolvimento pelo fato de utilizar
equipamentos simples e relativamente baratos.

Portanto, o trabalho desenvolvido evidenciou a viabilidade do uso de
microdispositivos compactos produzidos a partir de ceramicas verdes com
deteccdo por imagem e analise por injecdo em fluxo para a determinacao de
ferro em amostras de cereal matinal e em formulacfes farmacéuticas. A partir de
pesquisas na literatura, ndo foram encontrados métodos que envolvessem um
sistema FIA acoplado a um dispositivo LTCC com detecc¢éo por imagem com o

auxilio de um smartphone.

2.Referencial Tedrico
2.1. Andlise por injecdo em fluxo

Os sistemas FIA podem ser definidos como processos de automatizacao
de procedimentos analiticos, envolvendo uma introducdo discreta de uma
amostra em um fluxo de transporte ndo segmentado que flui continuamente em
direcdo a um detector para a quantificacdo, ao longo desse percurso podem
ocorrer etapas de concentracdo de analitos, limpezas de amostras e reacdes
guimicas’?8. Esses tipos de sistemas sdo caracterizados por serem versateis e
simples, além de minimizarem o consumo de reagentes e amostras e eliminarem
algumas possibilidades de contaminacdo de solucdes. Ademais, o baixo custo
0s tornam atraentes para serem implantados em laboratérios de andlises
guimicas®.

As origens para o0 avanco da analise de injecdo em fluxo j4 estavam
presentes no final de 1959, uma vez que o conceito de injetar a amostra no fluxo
com uma agulha hipodérmica estava bem definido. O desenvolvimento de uma

técnica automatizada para a analise de amostras discretas com uso de fluxos
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continuos e segmentados realizada por Skeggs em 1957, foi o passo chave para
a histdria inicial da analise de injecao de fluxo. Por meio desse sistema, Skeggs
estabeleceu a base para a automacdo futura de fluxos a partir do
desenvolvimento de medicdo automética de amostras, medicao de reagentes,
temporizagao da reacéo, limpeza do sistema, segmentagéo da amostra e leitura
da amostra®.

O desenvolvimento de sistemas FIA ocorreu em 1975, com o trabalho
pioneiro dos pesquisadores Ruzicka e Hansen que propuseram um sistema
mecanizado sem a presenca de bolhas de ar no percurso analitico, levando a
um sistema mais simples que possibilitou a expanséo das potencialidades das
analises em fluxo. Segundo os conceitos de Skeggs, era essencial a presenca
de bolhas de ar no percurso analitico dos sistemas mecanizados existentes até
entdo, a fim de limitar a dispersdo das amostras e ter uma boa mistura entre
reagentes e amostras 112,

No processo de andlise por um sistema FIA, aliquotas de amostra
(eventualmente de reagentes) sdo inseridas em um fluido transportador, o qual
as conduz em direcdo ao detector. No decorrer do processo, a amostra sofre
dispersdo na solucdo transportadora, produzindo uma zona de amostra
caracterizada pela existéncia de gradientes de concentracdo. O grau de
dispersdo € um dos principais aspectos relacionados ao desempenho de um
sistema em fluxo, uma vez que ele determina os graus de diluicdo e de mistura,
bem como a frequéncia com que as amostras podem ser introduzidas sem que
0s sinais sejam afetados pela amostra precedente!s.

Caso necessario, as reacfes quimicas podem ocorrer durante o
transporte da zona de amostra em direcdo ao sistema de deteccdo. Devido a
existéncia dos gradientes de concentracdao e em funcédo da medida ser feita com
a zona de amostra em movimento em relacédo ao sistema de deteccéo, obtém-
se um sinal analitico cuja intensidade pode ser relacionada a concentracao inicial
da espécie de interesse!s.

Os sistemas FIA séo constituidos por uma unidade propulsora de fluidos,
de insercdo da amostra, de reacdo/mistura e de deteccédo, como indicado na
Figura 1. As unidades apresentadas podem ser controladas tanto manualmente
por uma pessoa quanto por uma unidade de controle, como por exemplo, um

software de computador.
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Figura 1. Representacdo esquematica de um sistema FIA simples de linha Unica. Onde: T é a
solucdo transportadora; 1 é a unidade de propulséo; 2 é a unidade de comutacédo; 3 é a unidade

de reacao; 4 € a unidade de deteccédo; D é o descarte.

A unidade propulsora movimenta de forma constante e uniforme os
reagentes, amostras e fluidos transportadores em direcdo a zona de deteccéao.
A bomba peristaltica € a unidade propulsora mais utilizada, permitindo operacdes
em vazdes que variam de 0,1 pL min't a 10 pL mint. Qutras formas de emprego
de dispositivos propulsores também sdo descritas na literatura, como por
exemplo: bombas de pistéo, propulsdo por acdo da pressdo de gases inertes,
gravitacao, etc's.

Ao se utilizar a bomba peristaltica como unidade de propulsdo, é
importante salientar a escolha dos tubos de bombeamento e seus diferentes
materiais, levando em consideracdo o tipo de solvente e concentracdo das
solucbes. Tubos de Tygon sdo adequados para solugcbes aquosas acidas ou
alcalinas diluidas. Em bombas com velocidade de rotacdo constante, os
diametros internos dos tubos vao determinar a magnitude da vazao*s.

O injetor é um dispositivo importante para um sistema em fluxo, pois tem
como func¢éo a introdu¢do uma quantidade discreta e reprodutivel de volume de
uma amostra no percurso analitico. Diversos dispositivos podem ser utilizados
na selecdo e insercdo de aliquotas, com destaque para o injetor comutador
composto por trés pecas de acrilico, uma peca central movel e duas laterais
fixas. Além de apresentar movimentos para frente e para tras, o injetor coleta e
insere a amostra no percurso analitico4.

Nos sistemas FIA, o percurso analitico é o local onde ocorrem as misturas
e/lou reacdes necessarias para deteccdo. No que diz respeito ao

dimensionamento do percurso analitico, deve-se levar em conta as vazdes do
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fluido transportador e dos reagentes diretamente ligados a frequéncia de
amostragem. Com o aumento do percurso analitico, uma diminui¢cdo do sinal
analitico seria observada devido ao processo de dispersao da zona de amostra,
porém, se a cinética da reacéao for lenta, ocorreria um aumento do sinal analitico
com o aumento do percurso analitico. Nos sistemas FIA, o processo de
dispersdo da amostra € dependente das caracteristicas fisico-quimicas das
solucdes (ex: viscosidade), bem como das dimensdes dos componentes do
sistema (ex: volume da al¢ca de amostragem, material, diametro e comprimento
dos tubos que constituem o percurso analitico). Normalmente, sdo efetuadas
medidas com esses parametros mantidos constantes para obtencdo de
resultados com alta repetibilidade*315,

Por fim, ndo menos importante, a unidade de deteccéo deve possuir alta
repetibilidade e reprodutibilidade dos sinais. De acordo com o analito de
interesse a ser quantificado, tem sido empregado praticamente todas as técnicas
usuais em quimica analitica, a saber: absorcdo e emissdo atdmica,
espectrofotometria UV-Vis, potenciometria, quimiluminescéncia, turbidimetria,

amperometria, etc?®.

2.2. Miniaturizacao de sistemas analiticos

A miniaturizacdo de processos analiticos na comunidade cientifica nas
dltimas trés décadas tornou-se uma importante éarea de pesquisa e
desenvolvimento, abrindo novos caminhos para a quimica analitica moderna,
biologia, medicina, dentre outras!’. Métodos instrumentais considerados
classicos usados em analises quimicas consomem tempo e uma quantidade
significativa de reagentes, gerando uma grande quantidade de residuos. Com o
advento dos microssistemas de analises totais (UTAS), foi possivel integrar
varias etapas analiticas, como introducdo e pré-tratamento das amostras,
execucao de reacdes quimicas, separacdo analitica e detecgcdo em um uUnico
dispositivo, possibilitando realizar varias analises quimicas ao fazer uso de
volumes de amostras nas escalas micro e nanolitros8-2°,

O primeiro dispositivo analitico miniaturizado foi proposto por Terri?%?2 no
ano de 1975, em sua tese de doutorado, foi proposto um sistema em miniatura
de cromatografia gasosa, utilizando a tecnologia de circuitos integrados. O

sistema em miniatura foi construido com silicio, gerando um sistema de GC
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menor, mais leve e portétil. Entretanto, esse trabalho ndo teve muito impacto,
pois o conceito de miniaturizacdo ainda néo estava consolidado em grupos de
pesquisa espalhados pelo mundo, principalmente devido a falta de experiéncia
tecnologica da época.

O renascimento dos YUTAS ocorreu no inicio da década de noventa,
quando Manz et al?®?4 apresentaram um microssistema para cromatografia em
fase liquida. Esse cromatografo foi fabricado em um substrato de silicio com
dimensdes de 5x5 cm contendo uma coluna tubular aberta, um detector
condutométrico e conexdes externas para uma bomba de cromatografia liquida
e valvulas para aplicacao de pressédo. Para a época, isso significou um grande
desenvolvimento no emprego de novas tecnologias para construgcdo de
dispositivos miniaturizados.

A partir dai, o rapido desenvolvimento dos microssistemas analiticos
permitiu inUmeras vantagens como a reducdo do volume de reagentes e
amostras, o que consequentemente diminuiu a geracéo de residuos quimicos, 0
baixo custo de fabricacdo devido a possibilidade de producédo em larga escala,
as analises em tempo reduzido e a portabilidade, a qual facilita as analises in
situ 1825,

Os UTAS possuem ampla disponibilidade de tecnologia para serem
fabricados, capacitando a modificacdo da sua superficie e acoplamento de
diferentes modos de deteccéo. Diversas técnicas e materiais sdo utilizados na
miniaturizacdo desses sistemas analiticos, como por exemplo o silicio e o vidro
muito empregados inicialmente para essa finalidade, devido, em especial, ao seu
baixo custo?®.

Os UTAS se destacaram como instrumentos analiticos importantes no
controle da qualidade de alimentos, permitindo analises rapidas, seguras,
associadas a baixa geracao de residuos e de baixo custo. Como consequéncia
da introducao dessas tecnologias, surgiram muitos dispositivos microanaliticos
e novas aplicacbes foram descobertas por essas abordagens.

Nesse sentido, Avila et al?’ propuseram o uso de um chip microfluidico
com deteccdo amperométrica para a triagem de amostras na confirmacédo de
possiveis fraudes em amostras de alimentos relacionados a baunilha, obtendo
respostas em apenas 5 minutos e oferecendo uma alternativa valiosa aos

métodos cromatograficos, ndo apenas devido aos curtos tempos de analise, mas
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também ao consumo muito baixo de reagentes e a eliminacdo do uso de
solventes organicos.

He et al?® desenvolveram um sistema de andlise por injecdo em microfluxo
(u-FIA) para determinacdo de nitrito em alimentos com deteccao por
guimiluminescéncia. O método proposto obteve boa reprodutibilidade, com uma
faixa linear de 8 a 100 yg L 1, limite de deteccdo de 4 ug L * (n =3), desvio
padrdo relativo de 4,1% para 50 yg L ** de nitrito (n =9). Esse sistema foi
aplicado com sucesso na determinacdo de nitrito em alimentos, com baixa
geracao de residuos.

Cardoso et al?*® desenvolveram um dispositivo microfluidico baseado em
papel (u-PADs) com deteccédo colorimétrica para a determinacdo de nitrito em
amostras clinicas, alimentares e ambientais. O dispositivo possuia 8 zonas de
deteccao circular e uma zona central. Apés a adicdo de amostras padréo ou reais,
as imagens resultantes eram capturadas com um scanner, convertidas em uma
escala de cores e analisadas no canal magenta. Os niveis de concentracéo de nitrito
foram determinados com sucesso em amostras de saliva, agua, presunto, linguica e
agua de rio. Os resultados obtidos foram comparados por espectrofotometria e nao
houve diferenca significativa entre elas a um nivel de confianca de 95%.

Kamruzzaman et al®® desenvolveram um chip microfluidico com deteccéo por
guimiluminescéncia na determinacao de L-fenilalanina (L-PA). O chip foi fabricado
por litografia suave usando polidimetilsioxano (PMDS), cotando com quatro
microcanais de entrada para introducdo de amostras e reagentes. O limite de
deteccdo encontrado foi de 2,4 x 10 X mol L %, com um desvio padréo relativo
de 1,8%. O método apresentado oferece uma técnica analitica simples, rapida e
facil de manusear em termos de sensibilidade, faixa dindmica e baixo limite de
deteccdo para a determinacao de L-PA em refrigerantes dietéticos e amostras

de injecao farmacéutica.

2.3. Tecnologia LTCC

Desenvolvida originalmente por Hughes e DuPont com a finalidade de
produzir circuitos eletrdnicos militares, a tecnologia LTCC é uma técnica que
consiste na sobreposicdo de camadas em um alinhamento preciso antes do
processo de sinterizacdo. Com o desenvolvimento da industria de dispositivos

eletrénicos, essa tecnologia tem atraido a atencdo, possuindo diversas
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vantagens que permitem a integracdo e miniaturizacdo de subsistemas
eletrénicos completos. Trata-se de uma tecnologia utilizada na construcdo de
circuitos integrados hibridos, que incluem resistores, capacitores, indutores e
componentes ativos em um mesmo substrato, aliadas ao baixo custo de
fabricacdo. A partir do ano 2000, diversos trabalhos foram desenvolvidos com a
finalidade de uso do LTCC como suporte microfluidico3!-32,

Esta tecnologia é denominada Low Temperature — “baixa temperatura”
pois 0 processo de sinterizagcdo ocorre a temperaturas abaixo de 1000 €. O
termo Co-Fired faz referéncia a sinterizacdo compativel dos substratos
ceramicos juntamente com pastas condutoras e dielétricas®.

O LTCC, também chamado de ceramicas verdes, € composto em sua
maioria por alumina (Al2O3), vidro e compostos organicos como solventes,
plastificantes e aglutinantes. Devido a abordagem multicamadas, o processo de
fabricacéo passa por algumas etapas como: 1- design do dispositivo usando um
software; 2- processo de mecanizagdo, como por exemplo, perfuracdo, laser,
gravacao a jato de vapor ou usinagem; 3- estagio de serigrafia, onde ocorre a
integracdo de condutores e componentes eletrénicos no dispositivo para o
sistema de deteccéo; 4- alinhamento e laminacao por termocompresséao; 5- Por
fim, ocorre o processo de sinterizacdo envolvendo duas etapas, a primeira delas
consiste na volatilizacdo dos componentes organicos (350°C) e a segunda,
interpenetracéo das particulas de alumina entre as camadas ceramicas a 850°C,
temperatura de transicao vitrea da maioria dos vidros e, posteriormente ocorre 0

resfriamento34.
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Figura 2: Etapas de fabricagdo de um microdispositivo construido com LTCC.

Todo esse protocolo apresentado na Figura 2 foi utilizado por Lopéz et
al® para a construgdo de um microdispositivo usando a tecnologia LTCC. O
microdispositivo foi projetado camada por camada por meio de um software
CAD, para que todas essas camadas fossem empilhadas formando a estrutura
interna com os canais de fluxo, entradas e saidas de reagentes, etc.
Posteriormente, foi feita a usinagem das camadas, utilizando um moinho CNC.
As camadas foram empilhadas, alinhadas e termolaminadas, usando uma
prensa monoaxial a 750 PSI com placas quentes a 100 C. Foram utilizadas 1 8
camadas Dupont 951PX com uma espessura de 254 um antes do processo de
sinterizacdo. As entradas e saidas de reagentes foram feitas de tubos de aco
inoxidavel com comprimento de 8 mm e diametro de 2 mm, colados com resina
epoxi. A sinterizacdo das camadas foi feita em um forno mufla utilizando uma
rampa de temperatura recomendada.

A Figura 3 mostra o design do microdispositivo construido com LTCC
(60 mm x 48 mm x 4 mm). Os canais de fluxo interno tém uma secao transversal
de 0,75 mm x 0,75 mm. Esses canais abrem para uma célula de medicéo

cilindrica com um diametro de 5 mm e uma altura de 3,25 mm com janelas de
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vidro em ambos os lados. O caminho éptico foi construido com vidro borossilicato
colado também com resina epoOxi. Os condutores para a parte eletrdnica foram
impressos com pasta condutora de ceramica 6142d Dupont. Os componentes
eletrénicos foram soldados de forma manual utilizando solda de chumbo e
estanho. A Figura 4 apresenta a estrutura interna do microdispositivo construido
com LTCC?.

Figura 3: Layout do dispositivo construido com LTCC, (a) janela de entrada éptica, (b) entradas

de reagentes, (c) saida de reagentes.

Figura 4: Estrutura interna do dispositivo construido com LTCC.

No ambito da Quimica analitica, para fins de miniaturizacao, a tecnologia
LTCC tem apresentado vantagens interessantes, como a integracdo de materiais
de diferentes naturezas ao corpo ceramico por meio da metodologia de
sobreposicdo multicamadas, facilitando a prototipagem de dispositivos com
estruturas tridimensionais complexas a um custo acessivel, ja que nao necessita

de sala limpa para a construcéo dos microdispositivos.
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Além disso, é possivel uma integracao de multiplos caminhos analiticos
em um mesmo microdispositivo, componentes elétricos, fluidicos e mecéanicos
devido as caracteristicas das camadas ceradmicas. Devido a sua versatilidade,
pode ser incorporado a tecnologia LTCC o sistema de detec¢do no processo
analitico, como por exemplo, sensores potenciométricos, amperomeétricos e

espectofotométricos36-28.

2.4. Métodos analiticos baseados em imagens digitais

A demanda cada vez mais crescente de métodos analiticos simples,
precisos, de baixo custo e principalmente capazes de gerar uma quantidade
pequena de residuos quimicos é um dos desafios nas areas de pesquisas. Os
métodos baseados em imagens digitais tém sido frequentemente usados como
uma alternativa para a determinacao quantitativa em Quimica Analitica, a fim de
proporcionar resultados satisfatorios, que sejam acessiveis e funcionais.

Diante disso, € notério que os métodos baseados em imagens digitais sdo
capazes de coletar dados quantitativos do analito de interesse de forma
instantanea. O desenvolvimento desses dispositivos de captura de imagens
cresceu nos ultimos anos, alguns deles sdo: cameras fotograficas, scanners,
telefones celulares com camera embutida e webcams, utilizados para monitorar,
por exemplo, uma reacao colorimétrica, em que se desenvolve um gradiente de
cor diretamente proporcional a concentracéo do analito de interesse3%4.

A obtencdo de dados ocorre por meio das cameras digitais com o0s
sensores CCD (dispositivos de carga acoplada) ou CMOS (sensores
complementares de metal-0xido semicondutor), que por sua vez convertem a
intensidade da luz incidente em valores digitais armazenaveis, denominados
bits. Dessa forma, a geracao do sinal analitico esta relacionada com a radiacao
eletromagnética refletida que chega ao detector da camera, posteriormente
decomposto em modelos de cores, principalmente 0 RGB3%4%,

Diversos trabalhos s&do descritos na literatura empregando imagens
digitais como ferramenta analitica. Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo
varios trabalhos nessa area. Franco et al*? desenvolveram um procedimento
analitico simples, de baixo custo e preciso para a determinacédo de metanol em
cachaca empregando andlise de imagens digitais. As imagens foram obtidas por

meio de um smartphone com um sistema portatil construido empregando
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materiais de baixo custo e iluminacdo prépria. A partir da otimiza¢do, foram
construidas curvas analiticas com boa linearidade e coeficiente de correlagéo r?
igual a 0,998.

Em outro trabalho, Franco el al*' desenvolveram por meio do mesmo
equipamento supracitado uma metodologia para a determinacao de furfural em
cachaca empregando um smartphone como ferramenta analitica. O método
desenvolvido apresentou uma recuperacéao de 85,8 a 106% e baixa geracao de
residuos (600 pL/cavidade).

Em outro trabalho proveniente do mesmo grupo de pesquisa, Santos et
al*® propuseram um método para a determinacéo de acido ascorbico em frutas
exoticas da Amazodnia brasileira empregando um smartphone para a captura das
imagens. Apds otimizar o sistema, obtirevam um limite de detecgéo de 8,5x10”7
mol L e recuperagdes que variaram de 87,1 a 116%. Diversos frutos foram
analisados, como manga, laranja, maracuja, caju, bacuri, cupuagu, muruci e
mombin amarelo. O método € econdémino, ambientalmente seguro e portatil.

Fernandez et al** desenvolveram um método para determinar potassio
usando um scanner de mesa trabalhando no modo de reflexdo para obter
informacgdes quantitativas. O metodo foi aplicado a diversas bebidas e amostras

de agua.

2.4.1. Teoria das cores

A cor de uma imagem ou objeto pode ser estabelecida como a percepc¢éo
humana da combinacdo de comprimentos de onda do espectro eletromagnético
na regido da luz visivel que reflete sobre uma superficie*®. Portanto, a luz € uma
forma de radiacdo eletromagnética que consiste em campos elétricos e
magneéticos oscilantes, isto €, variam com o tempo. A luz visivel, ondas de radio,
micro-ondas e 0s raios-x sao exemplos de tipos de radiacao eletromagnética. O
olho humano detecta a radiacdo eletromagnética numa faixa do espectro
eletromagnético que varia entre 700 nm (luz vermelha) e 400 nm (luz violeta),
sendo que neste intervalo a radiacdo é chamada de luz visivel*’, conforme

destacado na Figura 5.
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Figura 5: Espectro eletromagnético destacando a regido do visivel (Fonte Atkins).

Em 1853, em respostas ao fracasso de Hermann Von Helmholtz (1821-
1894) em encontrar mais de um par de cores complementares, 0 matematico
polonés Hermann Gunter Grassmann (1809-1877) publicou uma teoria da
mistura de cores que incluia um conceito fundamental: a complementaridade das
cores, ou seja, cada ponto em um circulo de cores tem, dentro deste, uma cor
complementar®. Portanto, uma cor priméaria € sempre complementada por uma
cor secundaria, ou cor complementar.

Uma substancia colorida absorve seletivamente comprimentos de onda
da regido visivel do espectro eletromagnético e a coloracao resultante, ou seja,
a cor complementar, composta pelos comprimentos de onda que sao refletidos
pela substancia, comprimentos de ondas restantes*® Portanto, se uma
determinada solucdo exibir uma coloracdo vermelha, o canal que tera maior
absorcao é o verde, sua cor complementar. A cor verde é absorvida pela solucéo
e a vermelha é refletida até um detector digital ou até os olhos. A Figura 6

expressa o disco cromatico.
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Figura 6: Disco cromatico que define as cores primarias e complementares.

2.4.2. Modelo de cor RGB em imagens digitais

A maioria dos métodos de analises de imagens emprega o padréao de
cores RGB, fazendo uso das cores primarias vermelho(R), verde(G) e azul(B) e
gerando cerca de 16 milhdes de combinacdes de cores possiveis a partir dessas
trés cores primarias. Este modelo é reconhecido como o sistema de cor mais
amplo e aceito®*4°. O modelo em questdo é capaz de reproduzir as
caracteristicas de deteccdo de cores do olho humano, o qual detém sensores
sintonizados nas regibes das cores primarias vermelho, verde e azul e, é
considerado aditivo pelo fato da combinacdo linear das trés cores primaria
gerarem uma cor composta®’.

O sinal analitico gerado a partir de uma imagem é obtido como valores de
RGB que variam de 0 a 255, portanto, existem 256 niveis. Nesse sentido, o preto
puro representa a escala 0, enquanto a escala 255 é representada pela cor
branca pura*®®. Assim, as cores sdo compostas como dados aditivos da
combinacao linear das trés cores do modelo RGB.

Geometricamente, o modelo RGB pode ser caracterizado por um espaco
tridimensional cubico de cores, no qual 0s eixos representam as trés cores

primarias (Figura 7)%°.
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Figura 7: Cubo de cores do modelo RGB

Fonte: http://www.dpi.inpe.br/~carlos/Academicos/Cursos/Pdi/pdi_cores.html

2.5. A importancia do ferro

O ferro € o quarto elemento mais comum na crosta terrestre e pode se
apresentar em dois estados de oxidacao: ferroso Fe (ll) e férrico Fe (lll),
conferindo-lhe a capacidade de receber ou doar elétrons e apresentando uma
massa atémica de 55,847 g mol™. Ele é essencial para todas as formas de vida,
exceto para algumas bactérias do género lactobacillus e bacillus. Nesses
microrganismos, as funcfdes que seriam desempenhadas pelo ferro séo feitas
por outros minerais, como cobalto e manganés>®'%2,

Dentre os micronutrientes essenciais, o ferro possui a funcédo bioldgica
mais conhecida. Esta presente nos grupos heme das hemacias, necessario no
transporte de O e CO2, em proteinas transportadoras de elétrons das
mitocdndrias, sintese de DNA e cofator em diversas outras reacdes
fisiologicas®:.

Um individuo humano adulto possui cerca de 3,59 a 4,5g de ferro no
organismo, tanto na forma orgéanica quanto forma inorganica. Essa quantidade
presente no organismo € controlada através da absorcado, capaz de compensar

a perda diaria de ferro. Em um homem adulto, a perda de ferro é de


http://www.dpi.inpe.br/~carlos/Academicos/Cursos/Pdi/pdi_cores.html
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aproximadamente 1 mg ao dia por meio de sangramentos, células da superficie
intestinal, pele e urina, podendo ser compensada com a absorc¢ao de ferro pelo
corpo. Em mulheres, ocorre perda adicional de 0,5 mg ao dia devido a
menstruagdo e perdas de 2 mg ao dia durante a gravidez, nesse caso a
compensacao € mais dificil por ser uma perda consideravelmente maior®.
Considerando que a perda diaria de ferro por um homem adulto seja de 1
mg e que a média de absorcao de ferro presente em uma dieta seja de 10%,
uma porcéao diaria de 10 mg de ferro seria o suficiente para suprir a demanda
necessaria de um homem adulto®>. As recomendacdes didrias exigidas para a
ingestéo de ferro variam, conforme a idade e o estado nutricional. Para a mulher,
oscilam na idade fértil, gravidez e lactacdo. As recomendacdes diarias

nutricionais de ferro de acordo com Krause e Mahan estdo na Tabela 156.

Tabela 1: Recomendacdes nutricionais diarias de ferro.

Categoria Idade Recomendacdes diarias
Criangas 1 a3 anos 7 mg
4 a 8 anos 10 mg
9 a 13 anos 8 mg
Homens 14 a 18 anos 11 mg
>19 anos 8 mg
Mulheres 14 a 18 anos 15 mg
>19 anos 18 mg
Gravidez 27 mg
Lactante 10 mg

Fonte: KRAUSE E MAHAN, 2013.

Diversos alimentos sdo fontes ricas em ferro na sua composi¢ao
nutricional, contribuindo para os valores de ingestdo diarias recomendadas. A

Tabela 2 traz alguns exemplos de fontes nutricionais de ferro.
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Tabela 2: Quantidade de ferro de alguns alimentos.

Alimento Miligramas por Porgao

Cereais enriquecidos prontos para o 1,8-21,1
consumo (varios) (28,35 Q)

Carne de orgaos (figado, miudos), 5,2-9,9
cozidos (85,059)
Cereais instantaneos enriquecidos, 4,9-8,1

cozidos (varios), 1 pacote

Carne bovina, acém, paleta, sem 3,1
gordura, cozida (85,05 Q)

Carne bovina, coxdo mole, carne 2,8
magra, O de gordura, todas as

gualidades, cozida (85,05 Q)

Sardinhas, em lata com Oleo, 2,5
drenadas (85,05 Q)

Graos de soja, maduros, cozidos, Y2 4.4
xicara

Espinafre, fresco, cozido, ¥z xicara 3,2
Grao-de-bico cozido, % xicara 2,4
Carne bovina moida, 15% de gordura, 2,2
cozidas (85,05 @)

Suco de ameixa, ¥4 de copo 2,3

Fonte: KRAUSE E MAHAN, 2013.

A deficiéncia de ferro esta atrelada a sua ingestao de forma inapropriada
ou a perda crbnica de sangue, gerando um estado no qual ha reducédo da
guantidade total no fornecimento de ferro, incapacitando a sua utilizacdo ou
causando falhas em atender as demandas fisiol6gicas pelo organismo®’. A sua
biodisponibilidade é baixa em populacdes que fazem uso de dietas a base de
plantas e com pouca carne, uma vez que 0s produtos de carneos sao 6timas
fontes de ferro.

Por outro lado, a sobrecarga de ferro é tida como o acumulo excessivo de
ferro no organismo e tem sido associado a condicfes patolégicas severas,

podendo ocorrer devido ao alto conteudo de ferro por meio de suplementacao
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dietética, ingestdo excessiva medicamentosa, transfusbes sanguineas
frequentes, administracdo parenteral ou mutacBes genéticas nos genes
responsaveis pela absorcéo e regulacédo da absorcéo de ferro®"%8,

Os sintomas da toxidade de ferro incluem letargia, nduseas, vémitos,
dores abdominais, fezes negras, danos no figado e defeitos de coagulacao dias

apos a ingestdo. Efeitos tardios incluem faléncia renal e cirrose hepatica®.

2.5.1. Medicamentos antianémicos

Os medicamentos podem ser definidos como agentes de diagndésticos,
tratamento, prevencdo ou cura de doencas. SAo compostos por substancias
ativas e excipientes®.

A substancia ativa de origem grega “pharmakon”, com significado de
remédio ou veneno, é 0 responsavel pelas acdes terapéuticas e reacdes
adversas no organismo®.

Os excipientes ndo possuem acgao terapéutica, sdo apenas compostos
utiizados na garantia de estabilidade e caracteristicas fisico-quimicas de
produtos farmacéuticos. Eles aumentam o tempo adequado para o consumo,
preservando os medicamentos da acdo de microrganismos®.

As formulacdes farmacéuticas contendo Fe (II) com objetivo terapéutico
proporcionam ao organismo a correcdo da anemia ferropriva em concentracfes
ideais, devido ao fato do ion Fe (Il) ser mais facilmente assimilavel,
restabelecendo os seus indices corretos no organismo. As formulacdes a base
de sulfato ferroso é a forma mais absorvivel de Fe (lI) quando combinado ao
acido ascorbico, o qual possui acdo redutora, melhora a sua absorcdo e

consequentemente aumenta a taxa de hemoglobina em pacientes anémicos®?.

2.5.2. Fortificacdo de alimentos com ferro

A legislacéo brasileira considera que, de acordo com parametros legais,
enriquecimento, adi¢ao ou fortificacdo consiste no processo de adigcdo de um ou
mais nutrientes ao alimento com o objetivo de fortalecer seu valor nutricional e
atuar na prevencdo ou correcdo de deficiéncias nutricionais presentes na
populacdo de uma forma geral ou grupos. Trata-se de uma técnica de baixo
custo que vem sendo utilizada por diversos paises, desenvolvidos ou

subdesenvolvidos, na prevencao das caréncias nutricionais. Ademais, a adicao
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desses fortificantes deve ocorrer em alimentos que participem efetivamente da
rotina alimentar da populagéo alvo®?,

O enriquecimento ou fortificacao é permitido desde que a cada 100 mL ou
100g do alimento pronto para consumo seja fornecido um minimo de 15% de
IDR (ingestao diaria recomendada) de referéncia, no caso de liquidos, e de 30%
de IDR, para sélidos®°.

Em junho de 2004, por meio da Resolugdo RDC n° 344 da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), o Ministério da Saude tornou
obrigatoria a fortificacao de farinhas de trigo e milho, estabelecendo que a cada
100g do produto deve-se fornecer no minimo 4,2 mg de ferro, 30% da IDR de
adulto e 150 mcg de &cido félico, correspondendo a 37% da IDR de adulto®,

Varias experiéncias tém demonstrado que o consumo em larga escala de
alimentos enriquecidos ou fortificados tem sido a forma mais eficiente no
combate a deficiéncia nutricional a um custo compensatdrio®.

Diversos paises da América do Sul e Central, como: Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Chile, Honduras, Panama, Porto Rico, México, Nicaragua,

entre outros®! adotaram a fortificacédo de alimentos como obrigatéria.

2.5.3. Procedimentos para a determinacdo de ferro em a limentos e
farmacos

Diversos procedimentos para a determinacao de ferro em alimentos sdo
descritos na literatura. Dentre eles, destacam-se espectrometria de absor¢édo na
chama, forno de grafite e ICP-MS. Por exemplo, Zverina et al®® avaliaram o teor
de cadmio e ferro em flocos de diferentes tipos de cereais provenientes de paises
da Unido Europeia, Ucrania, india e China utilizando a técnica HR-CS-GFAAS.
A técnica HR-CS-FAAS foi utilizada por Brandéo et al®® para a determinacéo de
ferro em amostras de leite em po fortificado baseado na amostragem de
chorume. Na Finlandia, Ekholm et al®” avaliaram o teor de ferro e diversos outros
metais em produtos a base de cereais, frutas e legumes por ICP-MS. Ainda que
essas técnicas estejam bem estabelecidas, elas sdo limitadas em muitos
laboratorios, pois requerem infraestrutura e equipamentos caros, salas limpas,
pessoal qualificado para a operacao desses equipamentos, dentre outros.

A metodologia normalmente utilizada na espectrofotometria da regiao UV-

VIS se baseia na aplicacdo do método colorimétrico por meio da reacdo de
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formacdo de complexo entre Fe (Il) com a 1,10-fenantrolina, utilizando o
cloridrato de hidroxilamina como agente redutor, reduzindo o Fe (lll) a Fe (II),
formando um complexo de coloracdo avermelhada. Borges et al®® empregaram
essa metodologia para a determinagao quantitativa de Fe (Il) em farinha de trigo
enriquecidas.

Outra metodologia descrita para determinacao colorimétrica de ferro é por
meio da reacdo de complexacao entre a 2,2’-bipiridina e o Fe (llI), como proposto
por Teixeira et al®®. Os autores determinaram ferro em etanol empregando o
comprimento de onda de absor¢do maxima de 523nm.

Sadighi et al’® desenvolveram um método baseado na reacédo do Fe (Il)
com a 1,10-fenantrolina e posterior determinacdo por espectrofotometria na
regido visivel sendo utilizado para avaliar farinhas e paes fortificados com este
mineral. Em outro trabalho, Rosado et al’* utilizaram um espectrometro de
absorcao atbmica com chama para determinacao do teor de ferro e zinco em
tortillas. Em um estudo desenvolvido por Queiroz et al’> com diversas linhagens
de milhos, também foi empregado um espectrofotdmetro de absorcdo atdémica

para a quantificacao de ferro e zinco.

2.6. Métodos de andlise por injecdo em fluxo com detecg  &o por imagens
digitais

O emprego de sistemas de analise por injecdo em fluxo com detecc¢éo por
métodos baseados em imagens digitais apresenta um grande potencial de
desenvolvimento, especialmente na area da quimica analitica’. A capacidade
do monitoramento da reacdo em tempo real e avaliacdo de parametros, como a
intensidade da cor, favorecem o desenvolvimento de um sistema com alta
aplicabilidade.

Por meio da selecdo de uma determinada area homogénea da imagem
da reacdo € possivel obter e expressar um valor matematico pelo modelo RGB,
utilizado para construir uma curva analitica ao assumir uma relacéo linear com a
concentragdo do analito, possibilitando posteriormente a quantificacdo do analito
nas amostras’* ",

Andreade et al”® desenvolveram um estudo com imagens digitais para
deteccdo em um sistema de analise em fluxo-batelada a fim de determinar Al (l11)

e Cr (VI) em agua. Foi usando uma webcam com sensor CCD para a aquisi¢céo
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das imagens digitais, as quais foram analisadas por meio de um programa
denominado ImageJ, capaz de realizar varredura dos pixels para extrair 0s
componentes RGB de cada pixel. Com a esta metodologia, foi conseguido uma
precisdo para o Al (Ill) de 1,5% na faixa linear de trabalho de 10 a 600 ugL "' e
para o Cr (VI) precisdo de 1,7% na faixa de 10 a 300 ug L -!. Os resultados
obtidos foram considerados estatisticamente bons, a um nivel de 95% de
confiangca comparado ao método de referéncia utilizado.

Moura et al’® descreveram o uso de uma webcam para a deteccdo por
luminescéncia e quimiluminescéncia em um microssistema de andlise de fluxo
continuo para determinar acetaminofeno em comprimidos e avaliacdo da dureza
em aguas minerais. O dispositivo foi desenvolvendo em laboratdrio, disposto em
uma caixa para evitar a influéncia de luz externa e a camera foi fixada no topo
da caixa alinhada as células de fluxo, no qual pixels de imagens em tempo real
foram pré-selecionados para a deteccdo em RGB. Os resultados obtidos néao
demonstraram diferenca significativa a um nivel de confianca de 95%, sugerindo
uma precisédo adequada para o método descrito.

Almeida Jr et al’” propuseram um analisador de lote em fluxo associado a
deteccdo por imagens digitais baseado no sistema de cores RGB para a
guantificacdo de sulfitos em amostras de vinagre por meio da reacao
pararosanilina (PRA) -formaldeido-sulfito. O analisador produzido era composto por
uma camara de mistura com uma janela de vidro lateral e um LED na parte superior
da camera para o monitoramento da reacdo em condicbes de nao-equilibrio.
Utilizando um teste t pareado a um nivel de 95% de confianca, tanto o método
proposto, como o método de referéncia foram comparados estatisticamente e
apresentaram resultados satisfatérios, confirmando o potencial do método proposto

como ferramenta de baixo custo, confiavel e baixos niveis de geracao de residuos.

2.7. Validacao da metodologia e aplicacdo em amostras reais

No que diz respeito a confiabilidade de comparabilidade do método e
gualidade das medicbes a serem realizadas, algumas exigéncias devem ser
seguidas. Um método analitico deve fornecer informacdes claras e seguras a
respeito da amostra em analise, passando por um processo de validacao,
garantindo por meio de estudos experimentais que o método atenda as

exigéncias e assegurando confiabilidade nos resultados’® ",
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) ditam os procedimentos necessarios para a validagdo de um
método, por meio da disponibilizacdo de documentos. Dentre esses
documentos, encontram-se 0S principais parametros a serem avaliados no
processo de validacdo, ou figuras de mérito, as quais serdo descritas a

seguir’9:80,

2.7.1. Linearidade

O termo Linearidade compreende a resposta de um método de acordo
com a sua capacidade de demonstrar que os resultados experimentais obtidos
séo diretamente proporcionais a concentracédo do analito da amostra dentro do
intervalo de confianca denominado faixa linear”®.

A verificacdo deste parametro ocorre por meio da curva analitica, onde
estima-se a sua qualidade através do coeficiente de correlacéo r?, indicando uma
boa relacao entre os conjuntos de pontos experimentais e a baixa incerteza dos

coeficientes de regressao quando seu valor se aproxima de 1,078,

2.7.2. Limite de deteccéo e quantificacao

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentracao do analito na
amostra e, pode ser detectado por um determinado procedimento
experimental®®,

O limite de quantificacdo (LQ), por sua vez, representa a menor
concentracdo do analito que pode ser quantificada com precisdo e exatidao
aceitaveis em condicdes experimentais estabelecidas’®.

Ambos limites podem ser calculados por: método visual, método relacéo
sinal-ruido e método baseado em parametros da curva analitica, o mais confiavel
estatisticamente’®.

O método baseado em parametros da curva analitica determina LD e LQ

por meio das seguintes equacoes:

LD = @ equacao (1)
LQ

__ (10X SD)

= equacéo (2)
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Onde, SD é a estimativa do desvio padréo da resposta e S € o coeficiente

angular da curva analitica’.

2.7.3. Repetibilidade
A repetibilidade representa o grau de concordancia entre os resultados de

medicbes sucessivas dentro de um curto periodo de tempo. Sua efetuacdo
ocorre nas mesmas condicoes de medicdo, com mesmo analista e
instrumentacéo, sete ou mais repeticdes e, pode ser expressa a partir do desvio
padréo relativo (RSD)820,

2.7.4. Seletividade

A seletividade de um método analitico corresponde a sua capacidade de
medir exatamente o0 analito de interesse na presenca de outras espécies
capazes de interferir na analise. A seletividade garante que o pico de resposta
seja unicamente do analito de interesse, uma vez outros fatores como
linearidade, exatiddo e precisdo’®® podem ser comprometidos.

No que diz respeito a avaliacdo da seletividade, podem ser feitos alguns
experimentos com padrdes ou materiais de referéncia, amostras com presenca
e auséncia do analito e avaliacdo da capacidade de identificacdo do analito na

presenca de possiveis interferentes®,

2.7.5. Recuperagéao

Os ensaios de recuperacdo podem ser determinados por meio da
fortificacdo das amostras com quantidades conhecidas. A fortificacdo pode
ocorrer em trés diferentes concentracdes: baixa, intermediaria e alta, de acordo
com a faixa em que a curva analitica do método se encontra linear®.

A recuperacao pode ser calculada por meio da seguinte equacao:

C1-C2
Cc3

Recuperagio(%) = ( )x100 equacao (3)
onde:

C1 = concentracgdo obtida na amostra adicionada,

C. = concentracdo obtida na amostra ndo adicionada,

Cs = concentracdo adicionada.
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3. Objetivos
3.1. Objetivos Gerais

Desenvolver uma metodologia analitica utilizando sistemas de analise por
injecdo em fluxo acoplado a um microssistema analitico construido com LTCC e
deteccdo por imagens digitais para a determinacdo de Fe (lI) em matrizes

alimentares e farmacéuticas.

3.2. Objetivos especificos

e Otimizar os parametros operacionais do sistema FIA-LTCC para obter
a maxima sensibilidade e precisao.

e Otimizar a reacao colorimétrica Fe (II) — 1,10-Fenantrolina por meio da
técnica de planejamento experimental Box-Behnken.

e Validar a metodologia analitica desenvolvida para verificar a sua
precisdo, seletividade, limite de deteccdo e exatiddo por meio da
comparacao entre o método proposto e um método de referéncia.

e Aplicar o sistema desenvolvido em amostras reais fortificadas para
verificar se os teores de ferro estdo de acordo com os valores

informados nos rotulos das embalagens comerciais.

4. Parte Experimental

4.1. Instrumentacéao

4.1.1. Bomba Peristaltica
Para o transporte das solucbes e reagente, utilizou-se uma bomba

peristéltica Gilson, modelo Minipuls 3.

4.1.2. Tubos e conexdes
Foram utilizados tubos de Tygon com diferentes diametros internos. Além
de tubos de polietileno de diametro interno de 0,8 mm para a construcdo de alcas

de amostragem, conexdes a linhas de conduc¢éo de reagentes e amostras.
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4.1.3. Injetor comutador
Solucbes de reagentes e amostras (ou solugcdo padrdao) foram
introduzidas no sistema em fluxo por meio de um injetor comutador manual

construido em acrilico®.

4.1.4. Aquisicao de dados

Para o controle da aquisi¢do de dados analiticos, empregou-se um celular
Motorola, modelo G5S Plus, equipado com duas cameras de 13 megapixels
cada, capaz de oferecer uma resolucéo de 4160x3120 pixels.

4.1.5. Balanca analitica
As medidas de massa foram feitas com uma balanga analitica Shimadzu,
modelo AUX320.

4.1.6. pHmetro
Todas as medidas de pH foram realizadas utilizando-se um pHmetro de
bancada (Mettler Toledo) e um eletrodo de referéncia interno de Ag/AgCl,

contendo uma solugéo de KCI 3,0 mol L.

4.1.7. Espectrofotdmetro
As medidas espectrofotométricas para o método de comparacao foram

feitas com um espectrofotdbmetro FEMTO, modelo 600 S.

4.1.8. Micropipetas
Foram utilizadas micropipetas Olen, de 20 a 200 pL e 100 a 1000 pL para

o preparo de solucbes padrdao, amostras e reagentes.

4.2. Preparo de solucdes e amostras

As solucbes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade > 18,0
MQ cm) obtida de um sistema Millipore Milli-Q (EUA). Sulfato Ferroso Amoniacal
(Grupo Quimica), Acido L(+) Ascorbico (Isofar), 1,10-Fenantrolina(Orto)
(Dinamica), Acetato de Sodio (Exodo Cientifica), Acido Acético Glacial (Impex),
Acido Nitrico (Exodo Cientifica), Acido Perclérico (Vetec), foram reagentes de

grau analitico usados.
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A solugéo estoque de Fe (Il) 5,0 x 103 mol L foi preparada no mesmo dia
de sua utilizacao, dissolvendo-se 0,049 g de Fe(NHa4)2(S04)2.6H20 em um bal&o
volumétrico de 25 mL, e o volume completado com &gua deionizada. As solucdes
padrdao para o preparo da curva de calibracdo foram feitas por diluicbes
apropriadas da solucéo estoque em balées de 10 mL, adicionou-se a cada baléo
1 mL de &cido ascérbico 1x102 mol L't e 1 mL de tamp&o acetato 2 mol L%,
completou-se o volume com agua deionizada.

Preparou-se a solucdo tampdo acetato 2,0 mol L? (pH 4,50) pela
dissolucédo de 13,6 g acetato de sédio trihidratado (NaC>H30..3H20) em agua
deionizada em um baldo de 50 mL, adicionou-se 5,71 mL de &cido acético 2,0
mol L, e posteriormente o pH foi ajustado a 4,50 com a adicdo de pequenas
aliquotas de solucdes diluidas de NaOH e/ou HCI.

A solucédo estoque de acido ascorbico 1,0 x 102 mol L* foi preparada
dissolvendo-se 0,8800 g desse reagente em um baldo volumétrico de 500 mL
completando o volume com agua deionizada.

Para o preparo da solucdo de 1,10-fenantrolina 5,0 x 10° mol L7,
dissolveu-se 0,4955 g desse reagente em um béquer contendo 100 mL de agua
deionizada sob agitacdo a uma temperatura de 80 °C e com adicédo de 10 gotas
de HClconc. até a dissolugédo completa do reagente. Posteriormente, a solucao foi
transferida para um baldo volumétrico de 500 mL e seu volume completado com
agua deionizada.

Quatro amostras foram adquiridas em supermercados e farmacias da
cidade de Vicosa-MG para a realizacdo deste trabalho, a saber:

1
2

3- Medicamento MD1: contém 25 mg de ferro a cada 1 mL.

Sucrilhos SCi: contém 5,6 mg de ferro a cada 30 g de porgéo.

Sucrilhos SC»: contém 5,9 mg de ferro a cada 30 g de porgéo.

4- Medicamento MD2: contém 25mg de ferro a cada 1 mL.

As amostras de 1g de Sucrilhos foram pesadas em béqueres e, em
seguida, maceradas com o auxilio de almofariz e pistilo. Posteriormente,
adicionou-se a cada béquer 15 mL de uma solucéo nitroperclérica (3:1 v/v) e 0s
mesmos foram colocados em chapas de aquecimento na capela de exaustédo a
temperatura de 190 °C, condicdo mantida para o recebimento da solucao
nitroperclérica até que se tornasse limpida, sem coloracdo amarela. Com isso,

ajustou-se o pH para 4,50 ( 0,10) utilizando NaOH 2,0 mol L*. Em seguida as
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amostras foram transferidas para um baldo volumétrico de 25 mL e o volume
completado com 4gua deionizada.

Para o preparo das amostras de medicamentos, pipetou-se 1 mL de cada
amostra, as quais foram posteriormente diluidas em baldes de 50 mL e seu
volume completado com agua deionizada.

A Tabela 5 apresenta a concentracdo tedrica de ferro presente nas
amostras, as quais foram calculadas a partir do valor de ferro rotulado pelos
fabricantes e da quantidade em massa de amostras utilizadas no preparo.

Tabela 3: Concentracao tedrica de ferro apds a abertura das amostras.

Amostra Concentracao de ferro (mol L)
Sucrilhos SC1 1,337 x 10
Sucrilhos SC» 1,408 x 104
Medicamento MD1 8,953 x 103
Medicamento MD> 8,953 x 10°3

4.3. Reacao colorimétrica

A metodologia utilizada foi a mais amplamente empregada, consistiu na
aplicacdo do método colorimétrico baseado na reacédo de complexacéao do Fe (I1)
com a 1,10-fenantrolina, gerando um complexo de intensa coloracao vermelho-
alaranjado monitorado no comprimento de onda de maxima absorbéancia de 510
nm83,84_

A Equacédo 4 apresenta o esquema da reacao de formacao do complexo
Fe (I)-1,10-fenantrolina.

.'_':lr}(::;‘\ g, S 5
s OO == O™
— N— -“Hf;’j“
(]

o-Fenantrolina i S,
3 =3 Equacéo (4)

Equacao 4: Esquema da reacao de formacao do complexo entre Fe (l1)-1,10-fenantrolina.
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Conforme mostrado na Equacao 4, trés moléculas de 1,10-fenantrolina
complexam um ion ferroso na coloragédo vermelho-alaranjado. Desta forma, sao

necessarios trés ligantes para cada um centro metalico.

4.4. Desenvolvimento do microdispositivo analitico construido com

ceramicas verdes (LTCC) 33:34.36-38,81.82

A tecnologia LTCC, também chamada Green Tapes ou ceramicas verdes,
por serem manipuladas em estado “verde” antes de serem submetidas ao
processo de sinterizacdo, possuem diversas caracteristicas significativas no que
diz respeito ao desenvolvimento e fabricacdo de estruturas 3D por meio de varias
camadas ceramicas. Apesar da denominacgao “verde”, as ceramicas sao de cor
azul devido aos sais de cobalto que a incorporam. Na etapa “verde”, elas séo
flexiveis a ponto de serem cortadas com tesouras ou mesmo com a prépria mao.
A construgdo dessas estruturas no formato tridimensional ocorre por meio do
empilhamento das distintas camadas ceramicas, podendo dar origem a

dispositivos com estruturas complexas quando sobrepostas em ordem correta.

Algumas das caracteristicas desse material sdo descritas na Tabela 3:

Tabela 4: Propriedades fisicas e elétricas da ceramica Dupont 951AX.

Densidade 3,1 g/cm?3
Condutividade térmica 3,3 W/mK
Rugosidade superficial <0,34um
Resisténcia de isolamento (100VDC) >1012 Q
Espessura 254 ym
Encolhimento durante a etapa de 12,7 £0,3%

sinterizacdo do eixo XY

Encolhimento durante a etapa de 15+£0,5%

sinterizacdo do eixo Z
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No que diz respeito a composi¢cao desse material em seu estado “verde”,
45% corresponde a Al;Os3 (alumina), 40% de vidro e 15% de compostos
organicos, tais como: solvente, aglutinante e plastificante.

Existem trés tipos de compostos organicos presentes nas ceramicas:

1- Dissolventes: Proporcionam viscosidade adequada ao material e
ajudam na disperséo de particulas solidas por meio da dissolucéo de

aditivos organicos. Ex: etanol, xileno.

2- Plastificantes: Permitem a facil manipulacdo das ceramicas antes da
sinterizacdo por conferirem flexibilidade ao material. Ex: Santicizer
160, UCON.

3- Aglutinantes: Mantém as particulas ceramicas unidas. Ex: Butvar
98.86.

A Figura 8 demonstra a camada de uma ceramica DuPont 951AX em seu
estado ndo sinterizado e com um plastico (Mylar) que Ihe confere rigidez apds a

sinterizacao.

Figura 8: Camada da cerdmica DuPont 951AX com plastico Mylar.

As etapas necessarias para a constru¢cdo do microdispositivo construido

com LTCC foram:
1. Desenho inicial do microssistema analitico.

2. Processo de corte.
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3. Alinhamento e laminacao.
4. Sinterizagéao.

4.4.1. Desenho inicial do microdispositivo analitico

Diversas camadas foram projetadas utilizando o software AUTOCAD
baseadas na geometria escolhida para os canais por onde passardo 0s
reagentes. Durante o processo de desenho, dois fatores devem ser levados em
conta: 1- Encolhimento sofrido pela ceramica no processo de sinterizacdo em
consequéncia da perda de compostos organicos. 2- A utilizacdo de metodologia
de fabricacdo por sobreposicao de camadas ou capas. Cada camada possui sua
geometria particular e corresponde a um corte do dispositivo. Quando
sobrepostas, formam uma estrutura tridimensional com canais fluidicos bem

definidos, a fim de se obter o microdispositivo analitico inicialmente projetado.

4.4.2. Processo de corte e serigrafia

Para a construcdo do dispositivo, foram utilizadas ceramicas verdes
Dupont 951AX devido a ampla maleabilidade desse material. Utilizou-se ainda
um equipamento a laser (Protolaser), que consiste em um laser de infra-
vermelho capaz de produzir radiacdo com parametros de corte otimizados pelo
fabricante para o corte das ceramicas.

Uma vez cortadas, a ceramicas foram alinhadas e laminadas. No caso do
microdispositivo construido com LTCC desenvolvido para este trabalho, ndo
houve a integracao de circuitos elétrico, portanto, ndo foi necesséario realizar o

procedimento de serigrafia.

4.4.3. Alinhamento e Laminacao

Posteriormente, foi feita a sobreposicéo para alinhamento das camadas
ceramicas objetivando a configuracdo sob medida dos canais fluidicos
projetados inicialmente.

Na etapa de laminacéo, o método utilizado foi a termocompressao. Foi
aplicada uma pressao nas ceramicas sobrepostas e alinhadas, a temperatura foi
mantida constante, as ceramicas se aglutinaram dando origem as estruturas.
Esse processo foi realizado a uma temperatura de 100° C por 60 segundos,

produzindo um microdispositivo LTCC alinhado e sélido ao término desta etapa.
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Periodos de tempos mais longos, podem acarretar deformac¢des no
microdispositivo. Para a laminacéo, utilizando-se uma prensa hidraulica com dois
blocos de aquecimento de 250mm x 150mm, equipada com um controlador de
temperatura que permite o sistema aplicar uma presséo de até 420kg/cm?.
ApOs a etapa de laminacdo, por meio de uma fresadora, o excesso de
material ceramico foi eliminado permitindo o corte das ceramicas, melhorando
assim, o aspecto visual do microdispositivo devido a boa precisao de corte da

fresadora.

4.4.4. Sinterizagao

Na sinterizacéo, foi utilizado um forno com atmosfera de ar CARBOLITE
CBCWF11/23P16, com capacidade de 1100°C. A sinterizagcao é o procedimento
com a finalidade de conferir rigidez ao microdispositivo LTCC e, para isso, é
necessario atingir altas temperaturas. Para a ceramica DuPont, o fabricante
recomenda 2 rampas de temperatura de 30 min de duracdo cada uma. A primeira
rampa, correspondente a volatilizacgdo dos componentes organicos em sua
totalidade, pode variar de 200 a 400 . A segunda rampa, corresponde a
temperatura de transicdo vitrea e origina a interpenetracdo da alumina entre as
camadas, de 600 a 850 T. A rampa de temperatura corres pondente ao processo

de sinterizacdo da DuPont 951 AX é representada na Figura 9.
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Figura 9: Rampa de temperatura para a sinterizacdo das ceramicas DuPont 951AX.
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4.4.5. Desenho das camadas para construcdo do microdisposit VO
construido com LTCC

A Figura 10 representa todas as camadas ceramicas empregadas na
construcdo do microdispositivo analitico utilizado na determinacdo de Ferro (Il)
usando a 1,10-fenantrolina como reagente cromogénico.

Na construcdo do microdispositivo, as camadas 3-5 abrigam os canais
microfluidicos por onde ocorreréo as reacdes. Tratam-se de trés camadas iguais
gue quando sobrepostas formam microcanais com medidas de 1 mm de
diametro, 0,85 mm de largura e 0,17 mm de profundidade, e outras quatro
camadas que complementam o microdispositivo. A quantidade de camadas que
constituem um microdispositivo pode variar de 6 a 12, ndo sendo aconselhado
mais de 12, devido a possivel danificacdo das estruturas internas na etapa de

laminacgéo.
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Figura 10: Camadas de ceramicas constituintes do microdispositivo construido com LTCC.

A Figura 11 apresenta a camada 1 do microdispositivo onde sao fixados

os conectores de latédo (fixados com resina epéxi) que delimitam as entradas das
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cavidades (A, B e C) e a saida (D) dos reagentes possuindo 3 mm de diametro.
A cavidade (E) comporta a colocagdo de uma laminula de vidro esférica de 1,0
cm de didmetro, que também é colocada na camada 7 do microdispositivo,

formando assim um caminho 6ptico de 0,6 mm.

O O OO

B C D

@

Figura 11: Camada 1 do microdispositivo construido com LTCC.

As cavidades (A, B, C e D) da camada 2 (Figura 11) possuem diametros
de 1 mm, ou seja, s&0 menores em comparacdo as mesmas cavidades
presentes na camada 1, devido ao ajuste para entrada de reagentes nos canais
microfluidicos da camada 3-5.

Os canais microfluidicos, por onde passam reagentes e amostras,
presentes nas camadas 3-5, foram desenhados no formato de serpentina, uma
vez que este formato possibilita uma mistura mais eficiente entre reagentes e
amostras. A cavidade em formato concavo presente nas camadas 2, 3-5 e 6 foi
desenhado para eliminar bolhas que eventualmente poderiam ser produzidas no
interior do microdispositivo e também para reduzir o volume morto que poderia
se formar.

As camadas 6 e 7 representadas na Figura 10, ndo possuem cavidades
para entrada de reagentes, elas possuem apenas cavidades referentes a forma
cbncava (camada 6) e a cavidade esférica (camada 7), com a finalidade de
complementar a formacéo do microdispositivo.

A Figura 12 esquematiza a conexdo de entrada e saida de fluidos do
microdispositivo analitico, na qual F representa o tubo de polietileno, G é um tubo

de silicone que permite a melhor fixacdo do tubo de polietileno e H € o conector
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de latédo, local onde foi utilizada cola tipo superbonder e resina epéxi para a

fixagdo do mesmo sobre a ceramica.

F
G

Figura 12: Esquema de conexdo de entrada e saida de fluidos do microdispositivo construido
com LTCC.

A Figura 13 apresenta o microdispositivo construido com LTCC pronto
para uso, ap0s o processo de sinterizacdo e com seus conectores e laminulas

de vidro fixados (com resina epoéxi e cola tipo superbonder).

Figura 13: Microdispositivo construido com LTCC com conectores e laminulas fixados.

4.5. Sistema para aquisicdo de imagens

Na construcdo do sistema para a aquisicdo das imagens, utilizou-se uma
caixa com tampa lateral removivel e dimensdes de aproximadamente 21 cm X
15cm x 9 cm. A cor interna da caixa € preta, uma vez que esta cor homogeneiza
em sua totalidade a radiacdo eletromagnética na regido do visivel, resultando
em menos reflexos na parte interior e consequentemente, melhorando a
gualidade das imagens obtidas. O interior do equipamento € totalmente isolado
evitando interferéncias da luminosidade externa.

No sistema de iluminacédo foram empregadas quatro lampadas de LEDs,

de luz branca BLUEX 20-100 mA com resistores variaveis ao controle de
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intensidade. Essas lampadas foram fixadas na parte superior interna e um
sistema elétrico foi acoplado a uma fonte externa de energia conectado aos
LEDs a fim de evitar picos de intensidade da luz. E importante destacar que uma
fonte elétrica uma bateria nao foi utilizada para evitar descarregamento de carga.

A distancia entre cada um dos LEDs foi a mesma, com o intuito de tornar
a iluminacédo dentro do microdispositivo a mais homogénea possivel.

Para o monitoramento em tempo real da reacdo no microdispositivo
utilizando-se o smartphone, foi feita uma abertura circular na parte superior da
caixa, de forma que o encaixe do smartphone fosse adequado e estatico, uma
vez que o minimo descolamento do mesmo pode influenciar no valor do RGB
medido.

As Figuras 14, 15, 16 e 17 demonstram o equipamento completo, a parte
interior com todos o0s conectores e as partes inferior e superior do sistema
construido para a aquisi¢cdo das imagens.

A Figura 14 apresenta o sistema FIA-LTCC em seu formato completo e
pronto para uso, com os tubos de Tygon fixados na bomba peristaltica, os tubos
de polietileno em seus respectivos reagentes sendo ligados diretamente ao
microdispositivo construido com LTCC, o qual se encontra na parte interior do
sistema de aquisicao das imagens.

omba peristaltica

Descarte
i

= « anartphone

4 -
“d

e

Sistema de aquisi¢éo

: de imagens

Figura 14: Sistema FIA-LTCC com analise por imagem para a determinagéo de Fe (ll).



48

A Figura 15 ilustra a parte interior do sistema construido para a aquisi¢cao

das imagens, onde se encontram as 4 luzes de LEDs, juntamente com a bateria

interna (utilizada apenas como suporte) e o suporte para a fixagéo do LTCC.
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Figura 15: Parte interior do sistema de aquisicdo de imagens.
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Figura 16: Parte inferior do sistema de aquisi¢cao de imagens.
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Parte Superior

}

Camera

Figura 17: Parte superior do sistema de aquisicdo das imagens.

4.5.1. Aquisicao dos sinais RGB empregando o aplicativo Color Grab

A Figura 18 ilustra as etapas para a utilizacao do aplicativo e a posterior
coleta dos sinais RGB. Primeiramente, o usuario deve se dirigir a opcéo
“Settings”, clicar em “Camera Right Cell”, selecionar o sistema de cores “RGB” e

voltar a tela principal.
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Black Black
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Figura 18: llustracdo das etapas para iniciar a aquisicdo dos sinais empregando o aplicativo Color
Grab.

Apés realizar esse procedimento, o aplicativo estara pronto para a coleta
dos sinais RGB nas amostras. Inicialmente, constréi-se uma curva de calibracéo

com padrBes para a posterior analise das amostras reais; entdo, 0s sinais sédo
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medidos em tempo real, posicionando-se a camera do celular no ponto central
do caminho oéptico.

Para o procedimento de obtencdo da curva de calibracdo, inicia-se a
coleta dos sinais RGB em ordem crescente de concentragéo de Fe (Il). Desde
antes da injecdo do padrdo no sistema FIA até a posterior reacdo dentro do
microdispositivo LTCC, o aplicativo Color Grab mede o valor de referéncia ou
branco da amostra em RGB. Apés a injecédo do padrdo de Fe (ll) no sistema, é
medida a variacdo do RGB em relac&o ao valor de referéncia, ou seja, o valor do
RGB da coloragédo mais intensa formada pelo complexo.

A partir da construcdo da curva de calibracdo, consegue-se analisar as
amostras e quantificar os teores de Fe (Il) em tempo real.

4.5.2. Preparacao do sistema para as analises

A Figura 19 exemplifica o diagrama esquematico do sistema de analise
por injecdo em fluxo na posicédo de injecdo para a determinacdo de ferro por
imagem digital. Esse sistema é baseado na reacdo de complexacao entre 1,10-

fenantrolina e o Fe (ll), a qual ocorre no interior do microdispositivo.

W
BP
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[ [~ 7 7

B N B LTCC
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Figura 19: Diagrama esquematico do sistema de andlise por injecdo em fluxo para determinacao
de ferro por imagem em amostras fortificadas. As representacdes sdo: BP, bomba peristaltica;
R, reagente 1,10-fenantrolina (5 x 10° mol L?*; 1,3 mL min?); W, descarte; C, solugdo
transportadora (acido ascoérbico; 1 x 102 mol L'}; 1,3 mL min?); LS, limpeza do sistema (agua
deionizada; 0,65 mL min™?); I, alca de amostragem; L, injetor comutador; A, solucdo de amostra
ou solugédo padréo; D, equipamento de aquisicdo de imagens; LTCC, microdispositivo construido

com ceramicas verdes.
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Inicialmente, as aliquotas das solu¢cbes padrdo ou amostras foram
injetadas na solucéo transportadora (acido ascoérbico) com o auxilio do injetor
comutador. As amostras de alimentos, formulacdes farmacéuticas ou padrdes
de sulfato de ferro amoniacal, entram no microdispositivo pela entrada 1 (Figura
16) confluindo em seguida com a solucdo de 1,10-fenantrolina na entrada 2
(Figura 16), gerando o complexo no percurso analitico no formato de serpentina.
O sinal analitico foi monitorado no caminho Optico do microdispositivo por meio
de um smartphone usando o aplicativo Color Grab, medindo-se o valor do RGB
do branco da amostra e do ponto maximo da reacdo, onde a coloracdo

caracteristica do complexo formado foi mais intensa possivel.

4.6. Estudo do pH

Os valores de pH dos padrdes estudados foram 2,00; 3,00; 4,00; 4,50;
5,00; 6,00 e 7,00. Para tal, preparou-se uma série de padrbes de Fe (Il) na
concentracdo de 2 x 10 mol Lt em bal6es de 25 mL, e para cada um dos
padrdes, foi adicionado 1 mL acido ascérbico como agente redutor para reduzir
o Fe (lll) a Fe (II) e 1 mL de tamp&o acido acético/acetato. Posteriormente, foi
utilizado HCI ou NaOH 0,1 mol L para alcangar o pH desejavel. Em seguida,
apo6s homogeneizacéao, os padrdes foram injetados ao sistema individualmente
por meio do injetor comutador. O acido ascorbico foi utilizado como solucéo
transportadora a fim de garantir que todo ferro fosse mantido no estado de

oxidacao +2.

4.7. Planejamento experimental

Para a quantificacdo de ferro em matrizes alimentares fortificadas e
farmacéuticas empregando um sistema FIA acoplado ao microdispositivo
analitico construido com LTCC, utilizou-se 1,10-fenantrolina como reagente para
a formacdo do complexo com o ferro. Empregou-se um planejamento
experimental para otimizar algumas variaveis necessarias para conseguir um
sistema eficiente na quantificacao de Fe (lI).

O emprego de planejamentos experimentais € bastante apropriado para
definir as condicdes reacionais consideradas oOtimas, assim como o local de

melhor resposta analitica, permitindo a exploracdo de 2 a 5 niveis de algumas
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varidveis envolvidas no processo de analise com um numero reduzido de
experimentos.

Portanto, para estudar as melhores condi¢cdes reacionais da reacgao
proposta foi utilizado o planejamento experimental Box-Behnken em 3 niveis (-
1, 0, +1). As seguintes varidveis foram estudadas:

1- Concentracao da fenantrolina

2- Comprimento da alca de amostragem

3- Vazéo da fenantrolina

4- Vazao do &cido carregador

O planejamento experimental foi realizado utilizando um sistema de
analise em fluxo acoplado ao microdispositivo analitico construido com LTCC.

Todos os fatores com seus respectivos niveis estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 5: Fatores com seus niveis para a otimizagéo da reacéo Fe (Il) com a 1,10-fenantrolina

utilizando o planejamento Box-Behnken.

Fatores Niveis
-1 0 1

[1,10-fenantrolina] 5,0x 103 7,0x 103 9,0x 103
(mol L?)
Comprimento da
Alca de amostragem 10 30 50
(cm)
Vazdo da 1,10-
fenantrolina 0,30 0,65 1,3
(mL/min)
Vazéo do 0,30 0,65 1,3

carregador (mL/min)
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5. Resultados e discussdes

5.1. Efeito do pH

Antes de realizagéo do planejamento experimental, investigou-se o efeito
do pH do padrdo de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado na resposta
analitica, variando-se o pH de 2,00 a 7,00. Dentre os canais monitorados do
modelo de cores RGB, o canal B apresentou melhor resposta analitica. Ademais,
a partir da relacéo logaritmica —log (I/lo), onde | se refere aos valores obtidos no
canal B da reacéo colorimétrica e lo € o valor do branco®#®’, foi calculado o valor
de B em absorbancia.

Experimentalmente, como pode ser observado na Figura 20, a resposta
analitica em valores de absorbancia, foi aumentando a medida que o pH
aumentava, tendo seu pico de absorcdo maxima em pH 4,50 (£0,10). O sistema
FIA-LTCC depende da eficiéncia do agente redutor. Portanto, foi adicionado 1
mL de acido ascorbico em excesso no padrao para garantir que todo ferro fosse
mantido no estado de oxidag&o +2.

O estudo do efeito do pH na resposta analitica foi feito de forma isolada,
uma vez que a reacao entre ferro e 1,10-fenantrolina foi largamente estudada.
Diversos artigos cientificos encontrados na literatura relatam o pH ideal da
reacao em questao, por este motivo, ndo foi necessaria a incluséo deste estudo
no planejamento experimental realizado. Por outro lado, um fator determinante
para a inclusdo desse estudo, foi a necessidade de realizar um planejamento
para cada pH, ao todo foram realizados 27 experimentos distintos.

O pH influi na reacéo de forma significativa, uma vez que em valores de
pH muito acidos, a espécie desprotronada da 1,10-fenantrolina pode néo estar
disponivel em uma concentragéo ideal, diminuindo a concentracdo do complexo
com Fe (II). Em valores de pH mais altos, pode ocorrer a formacéo de hidroxidos
de ferro, conferindo uma coloracdo amarelada e interferindo na resposta
analitica®. Desta forma, para a reacéo no sistema FIA-LTCC com deteccéo por

imagem, foi fixado um pH ideal de 4,50 utilizando-se o tampéao acetato.
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Figura 20: Influéncia do pH na resposta analitica.

5.2. Planejamento experimental

No processo de otimizagcdo foram realizados estudos objetivando as
melhores condicbes experimentais para o0 meétodo proposto, foram eles:
concentracdo de fenantrolina, tamanho da alca de amostragem, vazao da
fenantrolina e vazdo de acido ascorbico. O planejamento Box-Behnken foi
empregado com o intuito de obter o modelo que mais se ajustasse a este
processo, bem como as interacfes entre variaveis independentes e de resposta
para a obtencdo do melhor rendimento.

A equacao de previsdo para a otimizacdo da reacdo no sistema FIA é
apresentada a seguir, onde Y é o valor da absorbancia obtida por meios dos
sinais do canal B (Blue) monitorado, A € a concentracao de fenantrolina, B € 0
tamanho da alca de amostragem, C é a vazao da fenantrolina e D é a vazao do
acido ascorbico. Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3).

Y= 0,038198 + 0,002512 A - 0,009216 A? + 0,014777 B + 0,000932 B? +
0,000251 C - 0,002735 C? - 0,000250 D - 0,002622 D? - 0,001837 AB - 0,007991
AC - 0,000042 AD + 0,005507 BC - 0,001946 BD + 0,008926 CD

A significancia dos efeitos relacionados as variaveis estudadas foram
avaliadas por meio da analise de variancia (ANOVA). Para cada uma das
respostas, utilizou-se o p-valor e F-Valor para verificar os efeitos. O p-valor,

também denominado nivel descritivo ou probabilidade de significAncia, indica
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uma variavel significativa a valores menores que 0,05 com um nivel de confianca
de 95%. Para F-valor, uma medida maior € mais positiva, pois indica que 0s
guadrados médios do modelo sdo maiores que o quadrados médios residualis;
consequentemente, o valor de p para a ANOVA mais significativo.

Portanto, de acordo com a tabela abaixo, observa-se que o fator
guadrético para a concentracao de fenantrolina, o fator linear para o tamanho da
alca de amostragem, as interacdes lineares entre concentracao de fenantrolina,
a vazao de fenantrolina, bem como vazéo de fenantrolina e a vazao de acido
ascorbico, apresentaram valores significativos, destacados em vermelho na
Tabela 6.

Tabela 6: Variaveis avaliadas por meio da andlise de variancia (ANOVA).

Fatores SQ GL QM F-valor p-valor
A 0,000110 1 0,000110 1,53835 0,238568
A2 0,002038 1 0,002038 28,54002  0,000176
B 0,003801 1 0,003801 53,21800  0,000010
B2 0,000021 1 0,000021 0,29203 0,598811
C 0,000001 1 0,000001 0,01564 0,902534
c? 0,000174 1 0,000174 2,44049 0,144213
D 0,000001 1 0,000001 0,01551 0,902936
D2 0,000160 1 0,000160 2,24353 0,160010

AB 0,000035 1 0,000035 0,48470 0,499566
AC 0,000675 1 0,000675 9,44552 0,009656
AD 0,000000 1 0,000000 0,00026 0,987332
BC 0,000320 1 0,000320 4,48659 0,055717
BD 0,000040 1 0,000040 0,56040 0,468518
cD 0,000867 1 0,000867 12,14068  0,004510

ERRO

0,000857

12

0,000071
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TOTAL 0,009475

SQ

A Tabela 6 apresentou um coeficiente de correlagdo com valor r? =
0,90955, um valor aceitavel para um planejamento experimental, além de um
indicativo de boa correlagéo dos valores obtidos.

E possivel notar por meio da tabela ANOVA que as vazbes para
fenantrolina e acido ascorbico nao foram significativas para os fatores lineares e
nem mesmo para os fatores quadraticos, indicando que as vazdes utilizadas nédo
influenciam na resposta analitica.

A distribuicdo de residuos do modelo em relagdo ao numero de
experimentos esta presente na Figura 21. Como podemos observar, a
distribuicdo dos residuos € aleatdria, ou seja, o0 residuo ndo apresenta estrutura.
No que diz respeito a distribuicdo dos residuos, a aleatoriedade dos pontos é um
requisito imprescindivel para a confirmacdo da adequacdo do modelo

matematico aos dados experimentais observados.
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Figura 21: Distribuicdo de residuos do modelo em relag@o ao nimero de experimentos

Na Figura 22, observa-se arelacao entre os valores preditos gerados pelo

modelo e os valores obtidos experimentalmente. E possivel notar que os pontos
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caem em torno da reta criada pelo modelo, o que indica uma boa relagéo entre

estes valores.
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Figura 22: Relacdo entre os valores preditos gerados pelo modelo e os valores observados
obtidos experimentalmente.

Outra forma de representar graficamente os resultados obtidos pela
ANOVA ¢ a partir do gréafico de pareto, expresso na Figura 23. Os valores da
direita p=0,05 (linha tracejada em vermelho) indicam quais fatores foram

significativos a um nivel de confianca de 95%.
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Figura 23: Grafico de Pareto, obtido para o planejamento Box-Behnken.

Vale destacar que o complexo ferro-1,10-fenantrolina forma uma cor
caracteristica vermelhado-alaranjado. Diante disso, dentre o0s canais
monitorados, o canal B (Azul) foi 0 que obteve maior sensibilidade a resposta
analitica. Assim, a medida que a reacao colorimétrica formava uma cor mais
intensa, observou-se valores menores para o canal B, uma vez que o valor de O
relaciona-se a absor¢cdo maxima do canal correspondente. Portanto, quanto
mais intenso for a cor proveniente da reacdo, menor sera o valor do sinal obtido
pelo monitoramento do canal B.

Desta forma, por meio dos graficos de superficie de resposta
apresentados abaixo, pode-se analisar quais 0s pontos 6timos de resposta

analitica para a formacao do complexo.



59

I 0,0643
I 0,06
B 0,05
[ 0,04
10,03
[ 0,02
I 0,01
I 0

Figura 24: Grafico da superficie de resposta que representa a interacdo significativa entre a

concentracdo de fenantrolina e o tamanho da alca de amostragem.

Com base na Figura 24, € possivel notar que o grafico de superficie de
resposta obtido através do planejamento experimental, representa a interacéo
significativa entre a concentracdo de fenantrolina e o tamanho da alca de
amostragem. Observa-se ainda que o tamanho da alca de amostragem afeta
diretamente a magnitude da resposta analitica obtida pelo equipamento,
indicando que a alca de 50 cm, que contém um volume de 250 pL, gera uma
resposta satisfatoria em relagdo aos outros tamanhos, devido a maior
guantidade de padréo disponivel.

Para a fenantrolina, as concentracdes de 5 x 102 mol Lt e 9 x 102 mol L-
! proporcionaram boa intera¢éo com a alca de 50 cm, facilitando a obtengéo de
melhores respostas analiticas. Considerando que cada ion ferroso necessita de
3 moléculas de fenantrolina para a formacdo do complexo avermelhado, a
concentracdo de 5 x 102 mol L do reagente cromogénio supriria a demanda
reacional de Fe (Il) para uma resposta satisfatéria, uma vez que no processo de
otimizacado, a concentragcdo maxima de interesse da curva de trabalho para ions

é Fe (Il) foi de 1 x 102 mol L. Assim, haveria reagente suficiente para a
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determinacado do analito nas amostras e em padrdes para a constru¢ao da curva

analitica.

Bl 0,04
10,03
I 0,02

Figura 25: Gréfico da superficie de resposta que representa a interacdo significativa entre a

vazao de fenantrolina e a vazao de acido ascorbico.

Como pode ser observado na Figura 25, ha uma interacdo significativa
entre a vazado da 1,10-fenantrolina e a vazao de acido ascorbico, utilizado como
solucéo transportadora. Assim, maiores e menores vazdées, 1,3 mL mint e 0,3
mL min?' respectivamente, tanto para 1,10-fenantrolina como para &acido
ascorbico, proporcionaram uma maior resposta analitica. Vale destacar que o
aumento da vazdo tem como consequéncia um aumento de volume no
microdispositivo. A fim de se obter uma maior frequéncia analitica, a vazao de
1,3 mL min-ttanto para a 1,10-fenantrolina quando para o acido ascoérbico seria
o ideal, visto que quanto maior a frequéncia analitica mais rapida sera a obtencéo
do sinal analitico.

Deste modo, com os resultados obtidos por meio do planejamento
experimental Box-Behnker, foi possivel determinar as condicdes 6timas para a

formacdo do complexo ferro-1,10-fenantrolina no meétodo desenvolvido. As



61

condigOes reacionais 6timas para os fatores utilizados sdo indicadas na Tabela
1.

Tabela 7: Condic¢des reacionais 6timas dos fatores utilizados.

Fator Condic6es reacionais 6timas
Concentracéo de 1,10-fenantrolina 5x 102 mol L*
Tamanho da alga de amostragem 50 cm
Vazao de 1,10-fenantrolina 1,3 mL mint
Vazao de acido ascorbico 1,3 mL mint

5.3. Figuras de mérito na validagdo do método otimizado

A fim de avaliar a metodologia analitica desenvolvida para a determinacéo
guantitativa de Fe (ll), as figuras de mérito especificadas na literatura foram
estudadas com base na seletividade, efeitos de matriz, faixa linear da reacdo em
guestdo e a capacidade do método para deteccdo e quantificacdo do analito

estudado.

5.4. Avaliacao da linearidade

Utilizando o aplicativo Color Grab de smartphone para a aquisicéo e
decomposicéo das imagens em um modelo de cores RGB, foi possivel obter os
dados correspondentes aos diversos niveis de cores em relacdo aos pontos de
construcdo da curva analitica. Estes dados foram coletados e posteriormente
construiu-se a curva analitica por meio do software SciDAVis, ou seja, um
programa de computador de cédigo aberto e uma multiplataforma para plotagem
interativa de gréaficos e analises de dados cientificos. A cor resultante apés a
reacao colorimétrica pode ser uma mistura de cores, 0 que consequentemente
levaria ao emprego de qualquer canal para as analises. Desta forma, foram
monitorados os trés canais R, G e B, a fim de concluir qual deles apresentaria a
melhor resposta analitica. Portanto, diante das replicatas testadas, o canal B foi
0 que apresentou melhor resposta.

Para o sistema FIA, no qual foi acoplado o microdispositivo analitico,
foram preparadas oito solucdes padrédo distintas com concentracdes de 5 x 10°;
7 x 10°% 9 x 10° 2 x 10% 4 x 104 6 x 10% 8 x 104 1 x 102 mol L7,



62

respectivamente, com faixa de 5 x 10° a 1 x 10 mol L correspondente ao
intervalo de concentragéo no qual a curva analitica foi linear. As solugfes padréao
foram injetadas no sistema FIA-LTCC por meio do injetor comutador, e apos a
coleta dos dados em modelo RGB utilizando o smartphone contendo o aplicativo
Color Grab, construiu-se a curva analitica e a linearizagédo dos valores do canal
B, valores ja transformados em absorbancia pela relacéo logaritmica —log (I/lo) .

A equacdo de regressao linear obtida € expressa por: y = 643,77x —

0,0208, onde “y” é a absorbancia e “x” a concentragdo de Fe (Il) em mol L. A

Figura 26 representa a curva analitica obtida empregando o sistema FIA-LTCC.
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Figura 26: Curva analitica para determinacédo de Fe (Il) empregando o sistema FIA-LTCC.

A curva expressa uma boa linearidade com coeficiente de correlacéo r?
igual a 0,9964, de acordo com as normas da ANVISA®, as quais determinam um
coeficiente superior a 0,990. Os limites de deteccdo e de quantificacdo do
método foram calculados por meio das equacdes 1 e 2, obtendo-se as

concentracdes de 5,38 x 10°® mol Lt e 1,79 x 10° mol L, respectivamente.

5.5. Avaliacdo da precisdo dos sinais analiticos e frequéncia de

amostragem
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Foi estudada a precisdo do método desenvolvido por meio do emprego de
concentracédo de 1 x 10 mol L' de Fe (ll) e andlise do sinal do canal B (Figura
27).
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Figura 27: Estudo da precisdo do método desenvolvido para a concentracéo de Fe (Il) 1 x 103

mol L2,

Apoés o acionamento do sistema em fluxo, o sinal foi monitorado durante
7 minutos para testar a estabilidade das medidas, visto que sdo necessarios 16
segundos para atingir a coloracdo mais intensa na concentracao e 50 segundos
para uma analise completa. Como pode ser observado na Figura 27, 0s picos
minimos correspondem a coloracéo vermelha alaranjada mais intensa e 0s picos
maximos, correspondem ao branco ou linha de base. Obteve-se um coeficiente
de variacao inferior a 2% para a concentracéo aplicada. De acordo com Brito et
al®®, sdo aceitos coeficientes de variacdo de 5,6% a 16% para niveis de
concentracdo que variam na ordem de 102 a 10°. Desta forma, os valores
obtidos indicam boa estabilidade das medicdes.

A frequéncia de amostragem na quantificacdo de Fe (Il) para o sistema

FIA-LTCC foi de 72 determinac¢des por hora.
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5.6. Avaliagdo da seletividade do método

A seletividade do método proposto para a determinacdo de Fe (ll) foi
testada estudando-se os efeitos da presenca de possiveis interferentes
comumente encontrados nas amostras de cereal matinal e formulagbes
farmacéuticas. Os possiveis interferentes foram estudados nas proporgdes 1:1,
1:10 e 1:100 analito/interferente. Para este estudo, foi empregada uma solucao
padrédo de Fe (Il) com concentracdo de 2 x 104 mol L.

Tabela 8: Efeito de possiveis interferentes na determinacéo de Fe (Il) (n=3).

Interferente Proporcao Fe (I1)/ Erro relativo (%)
Interferente
Frutose 11 3,98
1:10 6,03
1:100 0,10
Glicose 11 3,97
1:10 5,39
1:100 4,54
Na (1) 1:1 -2,65
1:10 -8,52
1:100 -68,57
Zn (1) 1:1 -2,30
1:10 -65,18
1:100 -110,54
Cu (Il) 11 -20,94
1:10 -25,91
1:100 64,91
Cr (Ill) 11 -6,86

1:10 -42,74
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1:100 -66,84

Glicerol 1:1 -2,14
1:10 -3,02

1:100 -4,76

Acido Citrico 1:1 -9,34
1:10 -29,99

1:100 -35,62

Sacarina 1:1 -4,24
1:10 -5,12

1:100 -8,60

Com base nos resultados apresentados na Tabela 8, podemos constatar
gue os cétions Na (I) na proporc¢éo de 1:100, Zn (ll) nas propor¢des 1:10 e 1:100,
Cr (lll) nas proporcdes 1:10 e 1:100 e Cu (ll) em todas as proporcdes
apresentaram interferéncia. A possivel interferéncia do Na (I) na proporcédo de
1:100 se deve ao fato de que com o aumento da forca ibnica do meio, ocorre um
efeito de blindagem, diminuindo assim a atracéo entre o cation Fe (Il) e a espécie
desprotonada da 1,10-fenantrolina e consequentemente, interferindo no sinal
analitico. Porém, o teor de Na (I) presente nas amostras de cereal matinal
encontra-se muito abaixo da proporcao capaz de gerar interferéncia empregando
a reacao proposta. O cation Zn (Il) possui uma concentracdo significativamente
inferior a de Fe (II) nas amostras de cereal matinal, e de acordo com o0s
fabricantes, ndo ha Cr (IIl) e tampouco Cu (Il) na composicao desses cereais.

Segundo Cambuim®, no que diz respeito as amostras de cereais matinais
e 0s possiveis interferentes estudados, cadmio, mercurio e zinco podem formar
complexos incolores soluveis com a 1,10-fenantrolina. Portanto, podem interferir
na formacdo do complexo diminuindo a intensidade da coloracdo produzida.
Porém, apenas o zinco esta presente em uma concentracdo baixa, ndo gerando
interferéncia no sinal analitico. O cromo presente em concentracdes 10 vezes

superior a de ferro e o cobre em concentragées acima de 5 mg L também
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interferiram no sinal analitico, enquanto os cétions ndo estavam presentes na
composi¢do nutricional dessas amostras. Glicose e frutose, os agucares
presentes, ndo apresentaram interferéncias significativas em nenhuma das
proporgdes analisadas.

Glicerol, &acido citrico e sacarina sdo excipientes presentes nas
formulacBes farmacéuticas. De acordo com a analise de possiveis interferentes,
apenas o 4cido citrico nas proporg¢ées 1:10 e 1:100 causou interferéncia no sinal
analitico. Esta interferéncia ocorreu devido a formagcdo de complexos entre o
citrato e o Fe (ll), porém como o teor de &cido citrico nas formulagfes é baixo,
estas puderam ser analisadas sem interferéncia significativa.

Estudos realizados por Tesfaldet®® empregando andlise por injecéo
sequencial (SIA) na determinacéao de Fe (II) em multivitaminicos mostraram que
0 zinco, um dos metais em quantidades apreciaveis neste tipo de formulacéo
farmacéutica, apresentou interferéncia significativa em proporgdes acima de 1:7
Fe (II).

Portanto, os possiveis interferentes testados para a determinacéo de Fe
(I empregando 1,10-fenantrolina foram significativos apenas em proporc¢des
muito superiores em relacao a quantidade de Fe (Il) presente nas amostras, tanto
alimentares quanto farmacéuticas. Por fim, cabe ressaltar que a maioria dos
interferentes estédo presentes em quantidades inferiores aos investigados neste

estudo.

5.7. Teste de recuperacéo

O teste de recuperacao foi realizado com o intuito de avaliar possiveis
efeitos de matrizes prejudiciais as analises. Trés diferentes concentracdes de Fe
(11, 4,00 x 10°, 3,50 x 10* e 9,50 x 10* mol L, foram adicionadas a quatro
amostras comerciais, duas de sucrilhos (cereal matinal) e duas de formulacdes
farmacéuticas. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos pelas
amostras ndo adicionadas ao padrao. O percentual de recuperacéo foi calculado
por meio da Equacéao 3.

A Tabela 9 demonstra os resultados obtidos para o estudo da
recuperacédo. Os ensaios foram realizados em triplicata (n=3). As amostras SC;
e SC, séo de cereais matinais e as amostras MD1 e MD, sédo de formulacdes

farmacéuticas.
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Tabela 9: Porcentagens de recuperacao de Fe (ll) obtidas para os trés niveis de concentragao

estudados.
Amostra Adicionado (mol L'Y) Encontrado (mol L'Y) Recuperacéo (%)

4,00 x 10° 3,35 x 10° 83,78

SCy 3,50 x 104 3,03 x 104 86,68
9,50 x 10 9,72 x 10* 102,36
4,00 x 10° 3,68 x 10° 92,04

SC: 3,50 x 10 3,05 x 10% 87,25
9,50 x 10 8,19 x 104 86,25
4,00 x 10 3,47 x 10 86,63

MD1 3,50 x 10 2,93 x 104 83,78
9,50 x 104 10,24 x 10* 107,78
4,00 x 10 3,31 x10° 82,80

MD2 3,50 x 10 3,26 x 104 93,15
9,50 x 104 10,35 x 104 108,96

Como pode ser observado na Tabela 9, os resultados obtidos no teste de

recuperacao para as quatro amostras variaram de 82,80 a 108,96 %. Os valores
obtidos foram comparados aos descritos por Brito et al®8. O autor recomenda que
o intervalo de recuperacao esteja entre 80% e 110% para niveis de concentracéo
gue variam de 102 a 10, sugerindo dessa forma, a auséncia significativa de

efeitos de matriz nas amostras analisadas.

5.8. Analise das amostras reais de sucrilhos e formulacfes farm acéuticas
O método desenvolvido foi aplicado para a determinacédo de Fe (lI) em
amostras comerciais de cereal matinal e em formulacdes farmacéuticas
adquiridas respectivamente, em supermercados e farmacias da cidade de
Vicosa-MG. Os resultados obtidos pelo método proposto e o método de

referéncia sdo mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10: Determinacao de Fe (II) empregando o método proposto e um método de referéncia
(n=3).

Amostra Valor rotulado Método Método de Erro
proposto referéncia®®  Relativo (%)

SCy 5,6mg/porgéao 30g 5,500mg 5,870mg 6,30

SC2 5,9mg/porcao 30g 6,376mg 6,047mg 5,44

MD1 25mg/mL 27,425mg 28,480mg 3,70

MD2 25mg/mL 26,78mg 28,144mg 4,85

E (%): Erro relativo entre o método proposto e 0 método de referéncia.

Considerando os valores rotulados para as quantidades de ferro presente
nas amostras, os resultados obtidos na quantificacdo do analito para o0 méetodo
proposto e método de referéncia, sao proximos, ambos com erros variando de
3,70% a 6,30%. Todavia, € evidente a dificuldade no processo de preparacéo
das amostras alimentares por via imida, as quais compreendem varias etapas
até a sua analise. Portanto, com base nos resultados obtidos, nota-se boa
confiabilidade do método FIA-LTCC com deteccéo por imagem.

Com o propésito de comparar os resultados alcancados através do
método proposto e pelo AAS, foi empregado o teste t pareado com 95% de
confiabilidade. O teste citado indicou que o valor de tcaiculado foi menor em relagcéo
ao teritico, (0,0587<12,706) e (7,82<12,706) para as amostras de cereal matinal e
medicamentos, apresentando p-valores de 0,962 (cereal matinal) e 0,0809
(medicamentos). Esse fato implica na inexisténcia de distingdes estatisticas
significativas na determinacdo de Fe (I) em amostras de sucrilhos e
medicamentos.

A Tabela 12 demonstra que as caracteristicas analiticas do procedimento
empregando o microdispositivo analitico construido com LTCC e deteccado por

imagem, podem ser favoravelmente comparados aos procedimentos de
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determinacao de ferro descritos na literatura, apresentando maior frequéncia de
amostragem® %2 93 e |imite de detecgdo® °4 % igual ou melhor em relacdo a
alguns artigos de determinacéo do mesmo analito de interesse.

Tabela 11: Comparacéo de algumas figuras de mérito obtidas no método proposto e as descritas

na literatura.

Referéncia Frequéncia de Limite de deteccao
amostragem (h?) (mg L?)
91 24 amostras 0,18
92 25 amostras 0,3
93 64 amostras 0,08
94 100 amostras 0,5
95 100 amostras 0,97
Método Proposto 72 amostras 0,3

6. Conclusao

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do uso
de microdispositivos compactos produzidos a partir de ceramicas verdes com
deteccdo por imagem e andlise por injecdo em fluxo para a determinacéao de
ferro em amostras de cereal matinal e em formulacdes farmacéuticas

A partir do procedimento proposto, os parametros de validacéo avaliados
apresentaram resultados satisfatérios ao serem comparados com o método de
referéncia, apresentando erros relativos na faixa de 3,7% a 6,3%, além de serem
mais rispidos, uma vez que sao possiveis, em média, 72 analises por hora, sem
profissional experiente. Apresentam ainda baixo consumo de reagentes, volume
de 250 pL de amostra por determinacéo, gerando poucos residuos, praticidade
e facilidade no monitoramento da reacdo. Dessa forma, essas vantagens tornam
este método simples e de facil execucéo para demandas laboratoriais.

O sistema de captura de imagens é de facil construcdo e emprega
componentes de baixo custo, como por exemplo, os LED’s que sao pecas de

pequeno porte utilizados como fonte de luz monocromatica. Ademais, o sistema
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desenvolvido é versétil, podendo ser empregado como fonte de detec¢cdo em
diversas outras reagoes.

No que diz respeito a criacdo de novas tecnologias de imagens digitais, tanto
em termos de hardware como software, o avan¢o exponencial possibilitou o
desenvolvimento de equipamentos cada vez mais modernos como webcams,
scanners e smartphones equipados com cameras fotograficas embutidas com
resolugbes cada vez melhore. Tratam-se de ferramentas imprescindiveis no
desenvolvimento de métodos analiticos de baixo custo e facil construcdo. Diante
disso, 0 método de analise por imagens permite 0 uso desses equipamentos
gerando uma grande gama de aplicabilidade e potencial para o desenvolvimento de
métodos futuros em conjunto com outras técnicas estabelecidas.

O método foi aplicado na analise de amostras comerciais de cereais matinais
e formulacgdes farmacéuticas. Todas as amostras analisadas apresentaram teores
de ferro proximos aos valores rotulados pelos fabricantes, ndo sendo encontrado
nenhum interferente em potencial para as analises.

Por fim, o sistema desenvolvido pode ser facilmente aplicado para a
determinacdo de outros analitos utilizando deteccéo por imagem e analise em

fluxo.
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