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RESUMO

Os ensaios de Feigl, mais conhecidos como spot tests, se apresentam como uma
6tima ferramenta quimica na andlise funcional de moléculas organicas. Um dos ensaios
citados por Feigl para a identificacdo de aminas terciarias consiste na reagéo entre essa
classe de substancias com solucédo de &cido citrico 2% em anidrido acético (reagente de
Palumbo), que gera um produto de coloracdo vermelha/violeta. Ha varios meétodos
quantitativos para a determinacdo de aminas tercidrias, com uso de técnicas como
espectrometria na regido do ultravioleta-visivel, fluorescéncia, potenciometria etc. Este
trabalho de conclusdo de curso objetiva o desenvolvimento de um método quantitativo
para a determinacdo de aminas terciarias (trietilamina, piridina e N,N-dimetilanilina), a
partir da reacdo citada por Feigl, com o uso da técnica de analise de imagens em tempo
real, que se fundamenta na medida das componentes vermelho, verde e azul (RGB) de
uma imagem, cujo sensor é uma webcam. Foi desenvolvido um equipamento proto6tipo
para a realizacdo das andlises. Foram avaliados diversos parametros que constituem a
validacdo de um método analitico, ou seja, para verificar se 0 método desenvolvido
serve para o fim a que se destina, como sensibilidade, precisao, linearidade, exatidao,
seletividade etc. O método desenvolvido, de forma geral, atendeu todos essas
parametros de forma satisfatéria. Além disso, foi comparada a exatiddo entre analise de
imagens e espectrometria UV-vis para a determinacdo de amostras contendo N,N-
dimetilanilina. A primeira técnica, relativamente mais acessivel e rapida, apresentou o0s
melhores resultados em termos de exatiddo. Foram caracterizados, por espectrometria
UV-vis, os produtos obtidos a partir da reacdo das aminas terciarias com o reagente de
Palumbo, além do reagente quando este esta recem-preparado ou com mais de 100 dias
de estoque. Espera-se que o método desenvolvido neste trabalho possa ser utilizado em
disciplinas de analise organica e/ou afins, e que seja aprimorado para aplicacdo em

estudos de poluicdo ambiental, na determinacdo de alguns alcaloides etc.

Palavras-chave: ensaios de Feigl; aminas terciarias; analise de imagens; validacgéo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Analise quantitativa de grupamentos funcionais organicos através dos ensaios de

Feigl

Os ensaios de Feigl, mais conhecidos na literatura quimica como spot tests, s&o um
grupo de ferramentas importantes na analise funcional de moléculas orgéanicas. O método
criado pelo quimico austriaco Fritz Feigl (1891-1971) permite, através dos conceitos de
especificidade, seletividade e sensibilidade das reacdes usadas na caracterizacdo dos grupos
funcionais, que toda uma visdo da Quimica possa ser construida com base nestes pilares.
Grande parte dos ensaios é de natureza cromogeénica, ou seja, implicam em uma mudanca de
cor entre reagente e produto (COSTA NETO, 2004).

O nome — spot test — remete a possibilidade da deteccdo de quantidades tdo pequenas
de analito quanto um nanograma deste em uma gota de solucdo, 0 que pode equivaler a
dilui¢des entre 1:5.000 a 1:500.000.000. Feigl introduziu os conceitos de “limite de
identificagdo”, “limite de diluicdo” (ou o seu complemento, o “limite de concentragdo”),
representados por valores numéricos, com o objetivo de tratar os niveis de concentracéo limite
dos analitos detectaveis pelo método (ESPINOLA et al., 1995).

Toda quimica envolvida nas reacGes de Feigl é de grande valia para o ensino de
Quimica Organica (COSTA NETO, 2004). Ademais, sob a perspectiva didatica, €
extremamente importante para a familiarizacdo do estudante com um ndmero grande de
reacOes, permitindo assim a percepc¢édo sobre a importancia dos grupamentos funcionais, e no
que se refere a perturbacdo da reatividade destes grupamentos funcionais frente ao resto da

molécula.

Vérios spot tests que envolvem ensaios de pirdlise, fluorescéncia, precipitacao,
reacOes catalisadas por enzimas, troca-iénica, em estado solido foram desenvolvidos por Feigl
para a deteccdo de compostos puros e também de impurezas em quantidades traco em
compostos purificados (RATHORE, 1996).

E importante destacar que a grande maioria dos ensaios de Feigl, para a caracterizacio

de grupamentos funcionais de moléculas organicas, foi desenvolvida no Brasil, a partir de
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1940, quando Feigl e sua familia, por efeitos da 22 Guerra Mundial, atracaram em solo
brasileiro. Foi no Laboratério de Producdo Mineral, do entdo Departamento Nacional de
Producéo Mineral (LPM — DNPM), pertencente ao antigo Ministério da Agricultura, que Fritz
Feigl foi contratado como tecnologista quimico, com a missdo de tornar realidade a pesquisa
em microquimica no Brasil (ESPINOLA, 2009).

1.1.1 Spot test para identificacdo de aminas terciarias

Um spot test relativamente simples e seletivo para a detec¢do de aminas terciarias foi
citado por Feigl: quando aminas terciarias basicas sdo aquecidas com solucédo de acido citrico
(ou anidrido cis-aconitico) em anidrido acético, gera-se um produto de coloragdo vermelha-
violeta (FEIGL, 1966). As estruturas quimicas para o acido citrico, anidrido cis-aconitico e

anidrido acético estdo apresentadas na Figura 1.

o]
o) OH
o] 0 o) = g
! P A )J\
HO OH HO H,C o CH,
OH
0

(@) (b) (c)

Figura 1 — Estruturas quimicas para (a) acido citrico (a4cido 2-hidroxi-1,2,3-propanotrioico), (b) anidrido cis-

aconitico [&cido 2-(2,5-dioxofuran-3-il)acético] e (c) anidrido acético.

Sais de aminas terciarias, assim como sais de aménio quaternario — com excecao de
sulfatos e fosfatos — também reagem da mesma maneira. Sais de potassio, rubidio, césio,
estroncio e bario apresentam resultados similares aos dos sais de amoénio quaternario. Sais de
metais alcalinos e alcalinos terrosos com acidos organicos comportam-se da mesma forma
(FEIGL, 1966).
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Sabe-se que aminas secundarias e primarias ndo apresentam esta reacdo, pois sdo

acetiladas pela acdo do anidrido acético e transformadas em amidas (NAKAYAMA, 1980).

O procedimento descrito por Feigl consiste na mistura de uma gota da amina (ou uma
gota de sua solucéo alcoolica) e uma gota de solucdo contendo 2 g de &cido citrico dissolvidos
em 100 mL de anidrido acético. Esta Ultima solugdo € popularmente conhecida como
“reagente de Palumbo” (COSTA NETO, 2004; PALUMBO, 1948). A mistura é aquecida em
banho-maria a 80 °C, até o aparecimento de uma cor entre o vermelho e o roxo, o que indica

uma resposta positiva. E obrigatéria a realizagio de um branco (FEIGL, 1966).

As aminas terciarias, ou seus respectivos sais, citados na literatura, que apresentam um
ensaio positivo sdo: piridina, trimetilamina, trietanolamina, metilefedrina, tribenzilamina,
quinina, brucina, codeina, N,N-dimetilanilina, a-picolina, &cido nicotinico, trietilamina,
quinolina, pilocarpina, estricnina, barberina, cinchonina, atropina, histidina, entre outras mais
substancias (FEIGL, 1966; KENNETH, 1987; SASS et al., 1958).

A estrutura quimica dos produtos desta reacdo nao esta ainda bem esclarecida. Além
disso, ndo ha uma uniformidade de opinides sobre os passos da reacdo: alguns autores
acreditam que ha formacéo de um sal entre a amina e o anidrido cis-aconitico (Figura 2)
(NEELY, 1993; SASS et al., 1958), enquanto outros apontam a amina terciaria apenas como
um catalisador na conversdo do &cido citrico em anidrido cis-aconitico, pela acdo do anidrido
acetico, e que este produto, em contato com a amina, produz coloracdo (AUTERHOFF;
SCHWINGEL, 1975; THOMAS, 1975).

(o] o
O O —"
’ o + NR3 — 0
\
HO HO
(e} O-QNRS

Figura 2 — Possivel produto formado da reagdo entre aminas terciérias e anidrido cis-aconitico (NEELY, 1993;
SASS et al., 1958).
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O reagente de Palumbo, sem amina terciéria, adquire coloracdo ao longo do tempo de
armazenamento, mas ainda ndo sdo conhecidos os motivos. Este fato produz minimos efeitos
sobre o0 ensaio, quando este é acompanhado de um branco (NEELY, 1993). SolucGes de
outros &cidos policarboxilicos em anidrido acético, além do citrico, como dos &acidos

malénico, tartarico, aconitico e itacbnico também dao respostas positivas (KENNETH, 1987).

Alguns ensaios envolvem o uso de solventes que visam estabilizar a coloragdo obtida:
agua, etanol, 2-etoxietanol e butanol intensificam a cor e a fazem tender para 0 marrom,
enquanto que solventes ndo hidroxilados, como tolueno ou dioxana, ndo alteram o carater da
cor, nem induzem o seu enfraquecimento. Com o uso destes solventes, a cor se desenvolve
mais lentamente (LANGLEY, 1967). Cloroférmio também se mostra como bom solvente,
mantendo a cor por até duas horas (NAKAYAMA, 1980; RATHORE; QURESHL;
SULAIMAN, 1982)

1.1.2 Métodos quantitativos para determinacdo de aminas terciarias

O procedimento qualitativo de Palumbo ja foi adaptado quantitativamente para a
determinacdo de poluentes em agua, alcaloides em medicamentos e 6pio (RATHORE et al.,
1982), tracos de &cidos citrico e tartarico em vinagre (RATHORE et al., 1984) e até mesmo de
antibidticos em caldos de fermentacdo (NEELY, 1993), utilizando diversas técnicas de
medida: espectrometria na regido do ultravioleta-visivel, cromatografia a liquido de alta
eficiéncia, fluorescéncia (BATLEY etal., 1973) etc.

Nakayama (1980) fez uso da reacdo de Palumbo para a quantificacdo de aminas
terciarias na fracdo bésica do alcatrdo de xistos oleigenos brasileiros. O método consistia na
medida da absorvancia dos produtos formados a partir da reagdo entre piridina, p-
dimetilaminobenzaldeido, N,N-dimetilanilina e outras aminas terciarias, com o reagente de

Palumbo, por espectrometria na regido do ultravioleta-visivel.

Um outro método, consolidado, descrito na literatura quimica para a quantificacdo de
aminas terciarias em misturas de aminas é baseado na titulagdo potenciométrica de
neutralizacdo: inicialmente, a mistura de aminas é tratada com anidrido acético, pelo qual as

aminas primarias e secundarias serdo convertidas em suas respectivas amidas. A amina
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terciéria, entdo, € titulada com solucdo acida (HCI ou HCIO,4) em &cido acético. Um método
mais satisfatorio substitui o acido acético por metanol ou 2-metoxi-etanol. Entretanto,
independentemente do solvente, o procedimento é relativamente insensivel e propenso a erros
qguando a concentracdo de amina terciaria é inferior a 0,5%. Além disso, 0 procedimento nédo
pode ser modificado pela reducdo da concentracdo do titulante (HCI ou HCIO,), ou pelo
aumento da concentragdo da amostra, pois a curva de titulacdo serd extremamente afetada

pela acdo tamponante das amidas formadas (SIGGIA, 1963).

Apesar da existéncia de diversos meétodos instrumentais até entdo, estes podem
apresentar um custo razoavelmente elevado, exigir longos tempos de analise, limitagcdes de

quantificacdo, entre outros fatores.

1.2 Anélise de imagens

A analise de imagens tem sido utilizada em diferentes aplicacdes na quimica analitica,
como para verificacdo da virada de cor de um indicador em titulacGes, determinacdo de ions
metalicos, andlises clinicas, estudos de cristalizacdo etc (SILVA et al., 2013). Um sensor de
baixo-custo usado na analise de imagens é a camera filmadora geralmente denominada
webcam. Quando ha incidéncia de luz sobre um objeto, parte da intensidade luminosa é
refletida. As cadmeras digitais medem justamente a intensidade que € refletida, convertendo

esta resposta em valores digitais armazenaveis (bits).

1.2.1 Sistemas de cores

O uso da cor em processamento de imagens € importante por dois principais motivos:
a cor é um descritor muito poderoso na identificacdo de objetos (reconhecimento de padrdes e
extracdo de caracteristicas); e enquanto o olho humano consegue distinguir pouco mais de 30
niveis de cinza, consegue distinguir mais de 1000 cores diferentes (GONZAGA,
RODRIGUES; VIEIRA, 2017).
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Os modelos (sistemas) de cores sdo importantes para facilitar a especificacdo de
determinada cor a partir de algum padrdo comum. Os principais sistemas sdo: RGB (red,
green and blue), CMYK (cyan, magenta, yellow and black) e HSV (hue, saturation and

value).

1.2.1.1 O sistema RGB

Em um sistema RGB, cada cor ¢é definida pela quantidade de vermelho, verde e azul
(red, green e blue) que a compdem. Trata-se de um modelo aditivo: as cores sdo criadas por
adicdo e mistura das cores primarias de luz (vermelho, verde e azul) (PATTERSON, 2017).
Este sistema funciona muito a semelhanca do olho humano, e é utilizado em cadmeras digitais,
monitores, scanners etc (GONZAGA; RODRIGUES; VIEIRA, 2017).

A maioria dos arquivos digitais atuais usa numeros inteiros entre 0 e 255 para
especificar estas quantidades, nas quais 0 numero 0 indica auséncia de intensidade luminosa
(cor preta) e o numero 255 indica intensidade luminosa maxima (cor branca)
(UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE, 2014). Para melhor compreenséo, pode-se
associar cada cor do sistema RGB com pontos com coordenadas inteiras de um cubo com
aresta de tamanho 255 (Figura 3). Nos vértices do cubo estdo as cores primarias (vermelho,

verde e azul), e as cores secundarias (ciano, magenta e amarelo).

Figura 3 — Cubo representativo para o sistema de cores RGB.
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A Figura 4 ilustra a composicdo de uma cor a partir do vermelho, verde e azul de uma
imagem.

Figura 4 — Composic&o da cor de uma imagem a partir do sistema RGB.

1.2.1.2 O sistema CMYK

Este sistema emprega quatro canais para criar cor: ciano, magenta, amarelo e preto
(cyan, magenta, yellow e black). As trés primeiras cores existem na natureza, e o preto indica
auséncia de cor. Este ultimo foi adicionado ao modelo em funcdo das necessidades das
industrias de edigdo de documentos em papel, tornando o preto como cor chave (key) para
definir detalhes em uma imagem. O modelo CMYK é amplamente utilizado em impressoras
(GONZAGA; RODRIGUES; VIEIRA, 2017).

Ao contrério do sistema RGB, o CMYK é subtrativo: baseia-se na forma como a
natureza cria as cores, refletindo parte do espectro eletromagnético, e absorvendo outras. Por

exemplo: quando uma superficie com a cor ciano € iluminada com luz branca, nenhuma luz
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vermelha é refletida, ou seja, o pigmento ciano subtrai a luz vermelha da luz branca refletida.
A Figura 5 ilustra a mistura de cores subtrativa (CMYK) e aditiva (RGB).

Figura 5 — Mistura de cores subtrativa (CMYK) e aditiva (RGB), respectivamente.

1.2.1.3 O sistema HSV

Baseia-se na percepcdo humana da cor — cromaticidade e intensidade. A matiz (H —
hue) representa a cor pura. O seu valor varia entre 0° (vermelho), passando pelo laranja,
amarelo, verde, azul, parpura, e novamente vermelho. A saturacgdo (S — saturation) indica a
quantidade de luz branca que foi misturada com a cor pura. E inversamente proporcional: a
cor pura tem saturacdo maxima, e quanto mais luz branca é adicionada a cor, menor a
saturacdo. Ja o valor (V — value) regula o brilho da cor (CAMARA-CHAVEZ, 2017). A cor
preta possui brilho zero. O modelo HSV pode ser representado por um cone, como ilustra a

Figura 6.
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Figura 6 — Representagdo grafica do modelo HSV (Hue, Saturation, Value).

1.2.2 Sensores de cameras digitais

Atualmente, h& dois tipos de sensores digitais de grande poténcia: o Dispositivo de
Carga Acoplada, conhecido como CCD (Charge Couple Device) e o Semicondutor
Complementar de Oxido Metalico, 0 CMOS (Complementary Metal Oxide Semicondutor).
Ambos consistem em circuitos integrados, constituidos por diversos componentes eletrdnicos

que geram pequenas cargas elétricas quando ha incidéncia de luz sobre eles.

A grande diferenca entre esses sensores esta na forma pela qual recebem a intensidade
luminosa. No CCD, quando ha incidéncia de luz sobre a camera, a radiacdo é direcionada para
fotodiodos, que irdo converté-la em sinal elétrico, e assim, formar a imagem. O processo é

bem simples: quanto mais luz incide sobre os fotodiodos, maior a carga elétrica obtida.

No sensor do tipo CCD, a luz branca passa por filtros baseados nos padrdes RGB. A
informacdo é analisada pixel a pixel, que € o menor componente de uma imagem digital. Por
essa analise detalhada, o processo se torna relativamente mais lento, porém maior precisao é
alcangada. Ja nos sensores do tipo CMOS, a informacéo é analisada por conjunto de pixels,
tornando o processo mais rapido (SISODIYA, 2013).

Os sensores CMOS, embora mais modernos, apresentam maior sensibilidade, o que
faz com que eles sejam mais suscetiveis a ruidos — em funcédo de interferéncia eletromagnética
— do que os sensores do tipo CCD (SOUZA; CARDOZA, 2012).
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O Nucleo de Processos e Analises Quimicas em Tempo Real do Instituto de Quimica
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (NQTR-1Q/UFRJ) desenvolveu o software

RGBView (Figura 7) para analisar imagens em tempo real, avaliando as alteracbes das

componentes RGB que um sensor de baixo-custo — a webcam — pode captar de uma regido

previamente delimitada da imagem. Ha a possibilidade de se determinar o intervalo de tempo

em que se deseja realizar tanto a amostragem, quanto a captura dos quadros (frames) para

andlise, alem de se poder escolher a regido da imagem que serd analisada. Dessa maneira, 0

software traca um grafico que mostra todo o comportamento dessas componentes e a média

aritmética delas conforme o tempo de andlise. A analise de imagens em tempo real tem sido

amplamente utilizada para 0 monitoramento da cinética de rea¢fes que envolvam formacéo de

precipitado e/ou mudanca de cor, estudos de cristalizacdo de farmacos etc (SILVA et al.,

2012).
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Figura 7 — Interface do software RGBView, desenvolvido por NQTR-1IQ/UFRJ.
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O bom funcionamento de qualquer método analitico depende intensamente de dois
pardmetros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos calculos
envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o alcance de um
método durante as operacGes de rotina de um laboratorio é estabelecendo os limites destes
pardmetros por meio da estimativa das “figuras de mérito”, numa etapa conhecida como
validagdo (RIBEIRO et al., 2008). Em suma, a validagdo é o processo que demostra que 0
método analitico é aceitavel para a finalidade a que se destina (HARRIS, 2012).

As “figuras de mérito” sdo os indicadores quantitativos do escopo ¢ do bom
desempenho das técnicas, e sdo descritas na literatura como: seletividade, linearidade,
sensibilidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatidao e robustez. Validar um
método € um procedimento demorado, que requer um grande numero de experimentos e

calculos estatisticos, gerando um aumento sobre o custo de analises (RIBEIRO et al., 2008).

O Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO) e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) sdo os orgdos brasileiros que regulamentam a validacdo de métodos
analiticos. A Tabela 1 apresenta os parametros de validacdo requeridos pelo INMETRO
(2010).

Tabela 1- Pardmetros de validacéo citados pelo INMETRO (2010).

Parametro de validagéo - INMETRO

Seletividade

Linearidade
Faixa de trabalho e faixa linear
Limite de deteccao
Limite de quantificacao
Tendéncia/recuperagdo
Precisdo

Robustez*

*E um parametro desejavel, porém nio obrigatério e entendido pelo INMETRO como a reprodutibilidade do

método.
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Os parametros que necessitam ser calculados durante o processo de validacdo podem
variar de acordo com o tipo de ensaio (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,

2010), como mostra o Quadro 1.

Quadro 1 - Parametros de validacdo conforme o tipo de ensaio

Tipo de ensaio
Determinacéo do Analise de
Parametros o . a0 elementos
Quialitativo analito em maior
menores e tracos
teor (1)
(2)
Precis&o N N
Seletividade N N N
Tendéncia/recuperacio N \
Robustez \ N N
Sensibilidade/linearidade/faixa
v v
de trabalho
Limite de detecgfo N \
Limite de quantificacio \

(1) Um analito é considerado em maior teor quando sua concentracdo € maior que 1%;

(2) Sao consideradas como de menor teor concentragfes entre 0,01-1%, e elementos
tracos aqueles que estiverem em concentracdo abaixo de 0,01%.

1.3.1 Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da
determinacéo do analito. Estes interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude
dos seus efeitos também pode depender da concentracdo destas espécies. A seletividade de
um método é a habilidade que este tem em estimar inequivocamente a concentracdo do analito
na presenca de outros componentes. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a

exatidéo e a precisdo do método estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004).
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O mesmo significado tem sido frequentemente utilizado para o termo especificidade, o
que tem gerado certa confusdo. A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC —
International Union of Pure and Applied Chemistry) recomenda o termo seletividade. Um
método instrumental que produz resposta para uma Unica substancia de interesse pode ser
chamado de especifico, enquanto que aquele que produz resposta para Vvarios compostos
quimicos, com uma ou mais caracteristicas em comum, pode ser chamado de seletivo
(VESSMAN et al., 2001).

1.3.2 Linearidade, faixa de trabalho e sensibilidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, a substancia de exame, dentro de uma
determinada faixa de trabalho. Na maioria das vezes, a relacdo matematica entre o sinal e a
concentracdo ou massa do analito deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais
medidos para as concentra¢des ou massas conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matematica,
frequentemente, pode ser expressa como uma equacdo de reta chamada de curva analitica.
Embora dois pontos definam uma reta, na préatica se recomenda o minimo de cinco pontos
para a construcdo de uma curva analitica (RIBANI et al., 2004). A Equacdo 1 mostra a
dependéncia entre a resposta medida (y) e a concentracdo do analito (x), obtida por regressao
linear, a partir do método dos minimos quadrados (HELENE, 2014).

y=a+ bx (Equacéo 1)

Onde a e b sdo os coeficientes linear e angular da reta, respectivamente. Além do
conhecimento desses coeficientes, pode-se também calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlagcdo (r). Este parametro permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto
de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. O

INMETRO (2010) recomenda um coeficiente de correlagdo com um valor acima de 0,90.
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A relagdo descrita pela Equacdo 1 s6 é vélida para um determinado intervalo de
concentracdo do analito. O intervalo de concentracbes do analito no qual é verificada a

linearidade entre os pontos da curva analitica constitui a faixa de trabalho.

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de
confianca, duas concentragdes proximas. De forma prética, a sensibilidade pode ser verificada
através do coeficiente angular de uma curva analitica, pois quanto maior o coeficiente angular
da reta, uma pequena diferenca na concentracdo do analito ird gerar maior variacdo no valor

do sinal analitico medido.

1.3.3 Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

O limite de detecgéo (LD) € um critério de desempenho extremamente importante de
ser avaliado, tanto para ensaios qualitativos, como quantitativos. Esta importancia se da, pois
€ necessario saber qual o menor valor de concentracdo do analito que pode ser detectado pelo
método quando sdo medidas em amostras com baixos niveis do analito, como por exemplo,
analise de tragos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 2010). A quantidade,
expressa no limite de detec¢cdo, ndo necessariamente deve ser passivel de quantificacdo. O LD

indica o nivel em que a detec¢do do analito pode ser distinguida do sinal do branco/ruido.

O LD pode ser calculado de vérias maneiras. Um dos métodos para o seu célculo
envolve a avaliacdo do branco (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 2010),

através da Equacdo 2.

LD = fbranco + t(n—l,l—a)sbranco (Equa(;éo 2)

Onde:
Xpranco= MEédia aritmeética dos valores dos brancos da amostra;

tn-1,1-a)= distribuicao de Student, dependente do tamanho de amostra (n) e o grau de

confianca (a);
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Spranco= desvio padrdo dos valores dos brancos da amostra.

O INMETRO (2010) recomenda o numero minimo de sete replicatas para o célculo do
limite de deteccdo. De acordo com a Equacdo 2, o limite de deteccdo serd expresso nas
unidades da resposta, do sinal analitico. Para obté-lo em termos de concentra¢do do analito,

basta utilizar a equacao da reta obtida por regressao linear da curva analitica.

O limite de quantificagdo (LQ) corresponde & menor quantidade do analito na
amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisao e exatiddo aceitaveis (ICH,

2005). Na prética, corresponde normalmente ao padrdo de calibracdo de menor concentracéo.

Assim como o LD, o LQ também pode ser calculado por diversas formas. As
Equacdes 3-5 mostram os célculos possiveis para a estimativa do limite de quantificacéo,
recomendados pelo INMETRO (2010),

LQ = Xpranco + 5Spranco  (Equagdo 3)
LQ = Xpranco + 6Spranco  (Equagdo 4)
LQ = Xpranco + 10Spranco (Equacao 5)
Onde:
Xpranco= MEédia aritmética dos valores dos brancos da amostra;

Spranco= desvio padrdo dos valores dos brancos da amostra.

O INMETRO (2010) recomenda o numero minimo de sete replicatas para o célculo do
limite de quantificagdo. A TUPAC propde o valor “10” como valor padrio da equagao
(Equacdo 5) (VESSMAN et al., 2001). O uso das outras equagdes depende do rigor analitico
exigido. Para andlise em nivel de tracos, recomenda-se adotar o LQ como a concentracdo

mais baixa da curva analitica.
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1.3.4 Exatidao (tendéncia)

A exatiddo de um procedimento analitico expressa o grau de proximidade entre o valor
medido (Concentracioc,jculada) € UM valor de referéncia considerado verdadeiro
(Concentracdoyergadeira) (RIBEIRO et al., 2008). A exatiddo de um método pode ser
avaliada numericamente através da tendéncia, também chamada de recuperacéo, que pode

ser expressa pela Equacéo 6:

Concentrac¢doca)culada

Recuperagio (%) = X 100% (Equacdo 6)

Concentracaoyerdadeira

O valor medido (Concentragaocculada) POde ser obtido a partir da equacdo da
regressdo linear dos pontos que constituem a curva analitica, tendo conhecida a resposta do

sinal para a amostra em questao, obviamente.

1.3.5 Preciséo

O parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na mesma
amostra € a precisdo do processo analitico. As trés formas mais comuns de expressar a
precisdo de um método sdo por meio da repetitividade, da precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade do método (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 2010).

As condigdes de repetitividade podem ser caracterizadas utilizando:

e Mesmo procedimento de medicdo;

e Mesmo observador;

e Mesmo instrumento usado sob mesmas condigdes;
e Mesmo local;

e Repeticdes no menor espacgo de tempo possivel.
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A precisdo intermediaria, ou precisdo intercorridas, define a precisdo dentro de um
mesmo laboratdrio para medidas obtidas por diferentes analistas, ou em diferentes dias, ou por
equipamentos diferentes. Quanto a reprodutibilidade, esta define a precisdo dos resultados
obtidos para uma determinada andlise realizada por laboratorios diferentes, mas seguindo a
mesma metodologia (RIBEIRO et al., 2008). Para a verificacdo de todos os trés parametros, o
INMETRO (2010) recomenda o nimero minimo de sete replicatas.

1.3.6 Robustez

A robustez de um método € a sua capacidade de resistir a pequenas variagcdes dos
parametros analiticos sem alterar significativamente sua exatiddo e precisdo, portanto, € uma
medida da quantidade de variabilidade que o método pode suportar, sem perder a
confiabilidade, e sua estimativa depende do tipo de metodologia analitica utilizada (RIBEIRO
et al., 2008).
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Obijetivos:

e Desenvolver um método quantitativo rapido e de baixo-custo para a
determinacdo de trés aminas tercidrias — trietilamina, piridina e N,N-
dimetilanilina (Figura 8), com base em um dos ensaios de Feigl, utilizando a
técnica de analise de imagens em tempo real. Serdo contempladas, assim, trés
classes de aminas terciérias: alifatica, heterociclica e aromatica;

e Através do método desenvolvido, avaliar os parametros possiveis para o
alcance da estimativa da validacgdo do mesmo, tais como: seletividade,

linearidade, exatiddo, precisao, limites de deteccéo e quantificacdo etc.

CH,

HaC N
\ = on,

(a) (b) (c)

Figura 8 — Estruturas quimicas das aminas terciarias utilizadas: trietilamina (a), piridina (b) e N,N-dimetilanilina

(©).

As aminas terciarias apresentam uma classe de compostos que sdo consideravelmente
presentes na quimica, seja em reacOes de laboratorio seja nas industrias quimica e
farmacéutica (NEELY, 1993). Portanto, produzir um método para a determinacdo desta classe
utilizando analise de imagens em tempo real tornara, de certa forma, mais barata e préatica a
determinacdo destas classes funcionais. O método descrito neste trabalho é comparado com
uma técnica espectrométrica. Para mais, espera-se buscar mais informacgdes sobre a natureza
da reacdo entre aminas terciarias e o reagente de Palumbo, entretanto este ndo é o objetivo do

presente trabalho.
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Além disso, busca-se estimular a producdo e utilizacdo do instrumento de medida
desenvolvido, a fim de ser utilizado em disciplinas de analise organica nos ensinos técnico e
superior de quimica. Este trabalho, de certa forma, busca contribuir para o uso do presente
método para aplicacfes em estudos de poluicdo ambiental, na determinacdo de alcaloides, de

nitrogénio de aminas terciarias em medicamentos etc.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os ensaios que envolveram andlise de imagens foram realizados com o auxilio
de um equipamento protétipo, que consistia numa caixa metalica, com dimensdes de 12 cm x
14 cm x 21 cm, forrada internamente com papel cartolina branco, com acessos para uma
webcam, uma lampada LED (light emitting diode) para iluminacéo interna, e um tubo de
ensaio. Este ultimo, preso a uma garra simples, anexada a um suporte universal. O
equipamento prototipo esta ilustrado na Figura 9. A webcam utilizada era da marca Microsoft,
modelo LifeCam Cinema 720p HD. Quanto a lampada LED, esta era articulada, com 20 cm

de extensdo, portando entrada USB para energizacao.

Figura 9 — Esquema ilustrativo do equipamento protétipo utilizado para analise de imagens.

Foi utilizada a mesma configuracdo de camera e video da webcam para todos 0s
experimentos. A configuracdo empregada se encontra na Tabela 2, e traduz condicdes de
imagem e de video que ndo seriam perturbadas facilmente por variacdes de iluminacgéo,
reflexos na parede do tubo de ensaio etc. A regido de imagem analisada compreendia na area
situada entre 0s seguintes pontos: X, = 667; Xf = 737; Yy, = 376; y; = 479, todos referentes ao
mapa Xy do quadro de pixel da imagem. Esta area foi selecionada por cobrir consideravel
regido da imagem na qual se encontravam as soluges, e por ndo ser suscetivel a desvios de
imagem, perturbagfes por movimento, entre outros fatores. Todos varidveis foram

configuradas via o software RGBView.



41

Tabela 2 — Configuracdo de camera e video da webcam, utilizada em todos os experimentos de analise de

imagens
Parametro Valor
Brilho 94
Contraste 0,0299
Saturacgéo 91
Exposicao -4
Balanco de branco 5472
Nitidez 13
Foco 19
Inclinacdo 0
Panoramica
Zoom 4

A analise de todos os dados, referentes a analise de imagens, foi realizada via software
Microsoft Excel 2010.

A maioria dos parametros de validacdo sera estimada, visto que algumas exigéncias do
INMETRO (2010) ndo serdo atendidas. Por exemplo: ndo h& como determinar a
reprodutibilidade do método, para este trabalho, através da realizacdo deste a partir de
diferentes analistas, ou equipamentos, laboratérios etc. No entanto, tentou-se estimar este

parametro dentro das limitacGes descritas ao longo desta secao.

3.1 Método quantitativo por analise de imagens para trietilamina

3.1.1 Estimativa da repetitividade e da reprodutibilidade do método

Em tubos de ensaio, foram preparadas cinco solu¢cdes com concentracdes distintas de
trietilamina P.S. (densidade = 0,7275 g/mL), a partir da adi¢cdo de volumes entre 5 — 25 pL da

amina, seguida da adi¢do de 3,0 mL de solugdo de &cido citrico 2% em anidrido acético, além
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de um branco contendo somente 3,0 mL desta ultima solu¢do. Em seguida, os seis tubos de
ensaio foram levados ao banho-maria a 80 °C por 3 minutos. Ao fim, cada um dos tubos
recebeu 7,0 mL de cloroformio P.A.. Todos os volumes foram retirados com o auxilio de
pipetas automaticas. O Quadro 2 apresenta os volumes utilizados dos reagentes citados, bem
como a concentracdo de trietilamina presente em cada tubo, expressa em milimolaridade
(mM).

Quadro 2 — Quantidades, em volume (V), de trietilamina, de solugdo de &cido citrico 2% em anidrido acético

(reagente) e de cloroférmio, além da concentracdo de trietilamina em cada uma das solucdes preparadas.

\dentificacao V trietilamina | V reagente V CHCl3 Concentracdo de
(uL) (mL) (mL) trietilamina (mM)
Branco - 3,00 7,00 -
Solugéo 1 5,00 3,00 7,00 3,57
Solucgéo 2 10,00 3,00 7,00 7,13
Solugdo 3 15,00 3,00 7,00 10,7
Solucéo 4 20,00 3,00 7,00 14,3
Solucéo 5 25,00 3,00 7,00 17,8

As imagens de cada um dos tubos foram analisadas respeitando-se a ordem disposta
no Quadro 2, alternando-se as solucBes de 2 em 2 minutos. A amostragem de dados foi

realizada em intervalos de 1 segundo.

Para verificacdo da repetitividade do método, as medidas das componentes RGB de
cada uma das solucGes foram realizadas em triplicatas falsas, ou seja, medindo-se as
intensidades de cor da mesma solucdo por trés vezes seguidas, no mesmo experimento.
Quanto a reprodutibilidade, as medidas foram tomadas em triplicatas verdadeiras, analisando-
se as intensidades de cor para uma mesma concentracdo de trietilamina, mas a partir de trés
solugdes preparadas separadamente (tempos diferentes de preparo, reagente de Palumbo

“novo” etc).

3.1.2 Estimativa da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificacédo e da exatiddo do

método
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Em tubos de ensaio, foram preparadas onze solu¢Ges com concentragGes distintas de
trietilamina P.A., a partir da adicdo de volumes entre 3,00 — 24,00 pL da amina em questdo,
seguida da adicdo de 3,00 mL de solucéo de &cido citrico 2% em anidrido acético, além de um
branco contendo somente 3,0 mL desta Gltima solucdo. Das onze soluc@es, oito servirdo como
padrBes analiticos para a construcdo da curva analitica, e as trés restantes serdo tratadas como
amostras cujas concentracOes serdo determinadas a partir da regresséo linear dos pontos desta

curva analitica.

Posteriormente, os onze tubos de ensaio foram levados ao banho-maria a 80 °C por 3
minutos. Ao fim, cada um dos tubos recebeu 7,00 mL de cloroférmio P.A.. Todos os volumes
foram retirados com o auxilio de pipetas automaticas. O Quadro 3 apresenta os volumes
utilizados dos reagentes citados, bem como a concentracdo de trietilamina presente em cada
tubo, expressa em milimolaridade (mM).

Quadro 3 — Curva analitica com oito pontos e amostras a serem analisadas: quantidades, em volume (V), de
solugdo de trietilamina, de solugéo de &cido citrico 2% em anidrido acético (reagente) e de cloroférmio, além da

concentragdo de trietilamina em cada uma das solug6es preparadas.

\dentificacio V trietilamina | V reagente V CHCl3 Concentracdo de
(uL) (mL) (mL) trietilamina (mM)
Branco - 3,00 7,00 -

Solugéo 1 3,00 3,00 7,00 2,14
Solucgéo 2 6,00 3,00 7,00 4,28
Solugdo 3 9,00 3,00 7,00 6,42
Solugdo 4 12,00 3,00 7,00 8,56
Solucéo 5 15,00 3,00 7,00 10,7
Solugdo 6 18,00 3,00 7,00 12,8
Solugdo 7 21,00 3,00 7,00 15,0
Solucdo 8 24,00 3,00 7,00 17,1
Amostra 1 7,00 3,00 7,00 4,99
Amostra 2 13,00 3,00 7,00 9,27
Amostra 3 19,00 3,00 7,00 13,5
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A andlise de imagens se deu através da leitura dos valores RGB de cada uma das

solugdes, alternando-se os tubos de 1 em 1 minuto, com a amostragem dos dados realizada em

intervalos de 1 segundo. Foram realizadas triplicatas falsas.

3.2 Metodo quantitativo por anélise de imagens para piridina

3.2.1 Estimativa da repetitividade e da reprodutibilidade do método

Em tubos de ensaio, foram preparadas cinco solu¢Bes com concentracdes distintas de
piridina P.A. (densidade = 0,9819 g/mL), a partir da adi¢do de volumes entre 2,50 — 12,50 pL
da amina, seguida da adicdo de 600 pL de solugdo de &cido citrico 2% em anidrido acético,

além de um branco contendo somente 600 pL desta Gltima solucdo. Em seguida, os seis tubos

de ensaio foram levados ao banho-maria a 80 °C por 20 segundos. Ao fim, cada um dos tubos

recebeu 5,0 mL de cloroférmio P.A.. Todas as aliquotas foram retiradas com o auxilio de

pipetas automaticas. O Quadro 4 apresenta os volumes utilizados dos reagentes citados, bem

como a concentracdo final de piridina presente em cada tubo, expressa em milimolaridade

(mM).

Quadro 4 — Quantidades, em volume (V), de piridina, de solucdo de &cido citrico 2% em anidrido acético

(reagente) e de cloroférmio, além da concentracéo de piridina em cada uma das solugdes preparadas.

\dentificacao V piridina V reagente V CHCI; Concentracéo de piridina
(uL) (L) (mL) (mM)
Branco - 600 5,00 -

Solugdo 1 2,50 600 5,00 5,54
Solucéo 2 5,00 600 5,00 11,1
Solugéo 3 7,50 600 5,00 16,6
Solucéo 4 10,00 600 5,00 22,1
Solucéo 5 12,50 600 5,00 27,6
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Para a realizacdo da andlise de imagens, foram avaliadas as componentes RGB do
contetdo de cada um dos tubos, respeitando a ordem disposta no Quadro 4, alternando-se as

solucdes de 1 em 1 minuto. A amostragem de dados foi realizada em intervalos de 1 segundo.

Para verificacdo da repetitividade do método, as medidas das componentes RGB de
cada uma das solucGes foram realizadas em triplicatas falsas, ou seja, medindo-se as
intensidades de cor da mesma solucdo por trés vezes seguidas, no mesmo experimento.
Quanto a reprodutibilidade, as medidas foram tomadas em triplicatas verdadeiras, analisando-
se as intensidades de cor para uma mesma concentracdo de piridina, mas a partir de trés

solucdes preparadas separadamente.

3.2.2 Estimativa dos limites de deteccdo e quantificagdo, da exatiddo e da

linearidade/sensibilidade do método

Foi preparada uma solucao 0,124 M de piridina P.A. em cloroférmio P.A., a partir da
solubilizacdo de 0,4910 g de piridina em 20,0 mL de cloroférmio, em um bécher de 50 mL,
com o auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, a solucdo foi transferida quantitativamente
para um baldo de 50,00 mL, completou-se o volume com cloroférmio e a solugdo foi
homogeneizada por agitagdo manual.

Em tubos de ensaio, foram preparadas onze solu¢Bes com concentragfes distintas de
piridina P.A., a partir da adicdo de volumes entre 40 — 460 pL da solucéo de piridina 0,124 M,
seguida da adicdo de 600 pL de solucédo de acido citrico 2% em anidrido acético, além de um
branco contendo somente 600 pL desta Gltima solucdo. Das onze solugdes, oito servirdo como
padrBes analiticos para a elaboracdo da curva analitica, e as trés restantes serdo tratadas como
amostras cujas concentracOes serdo determinadas a partir da regressdo linear dos pontos desta

curva.

Adiante, os doze tubos de ensaio (onze solugdes + um branco) foram aquecidos em
banho-maria a 80 °C por 20 segundos. Ao fim, cada um dos tubos recebeu 5,0 mL de

cloroférmio P.A.. Todos os volumes foram retirados com o auxilio de pipetas automaticas. O
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Quadro 5 apresenta 0os volumes utilizados dos reagentes citados, bem como a concentracao
final de piridina presente em cada tubo, expressa em milimolaridade (mM).

Quadro 5 — Curva analitica com 8 pontos e amostras a serem analisadas: quantidades, em volume (V), de solugéao
de piridina 0,124 M em cloroférmio, de solugdo de &cido citrico 2% em anidrido acético (reagente) e de

cloroférmio, além da concentracéo final de piridina em cada uma das solugdes preparadas.

\dentificacao V piridina 0,124 | V reagente | V CHClI; Concentracéo final de
M (uL) (uL) (mL) piridina (mM)
Branco - 600 5,00 -
Solugéo 1 40 600 5,00 0,880
Solucgéo 2 100 600 5,00 2,18
Solugdo 3 160 600 5,00 3,45
Solugdo 4 220 600 5,00 4,69
Solucéo 5 280 600 5,00 591
Solugdo 6 340 600 5,00 7,11
Solugéo 7 400 600 5,00 8,28
Solucéo 8 460 600 5,00 9,42
Amostra 1 130 600 5,00 2,82
Amostra 2 250 600 5,00 5,30
Amostra 3 370 600 5,00 7,39

A andlise de imagens se deu através da leitura dos valores RGB de cada uma das
solucdes, alternando-se os tubos de 1 em 1 minuto, com a amostragem dos dados realizada em

intervalos de 1 sequndo. Foram realizadas triplicatas falsas.

3.3 Método quantitativo por analise de imagens para N,N-dimetilanilina

Nesta secdo serdo descritos os métodos utilizados para a andlise de imagens para a
determinacdo de N,N-dimetilanilina, a fim de estimar pardmetros como: repetitividade,

reprodutibilidade, exatiddo, limites de deteccdo e quantificacdo, sensibilidade/linearidade,
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comparacdo da exatiddo entre técnicas diferentes e seletividade frente a outras classes de

aminas.

Dentre as aminas terciarias utilizadas neste trabalho, a N,N-dimetilanilina era a que se

encontrava em maior quantidade para uso. Portanto, para este volume maior de experimentos,

foi utilizada a N,N-dimetilanilina como analito nas determinacoes.

3.3.1 Estimativa da repetitividade e da reprodutibilidade do método

Cinco solucdes com concentragdes distintas de N,N-dimetilanilina P.A. (densidade =

0,9557 g/mL), foram preparadas, em tubos de ensaio, a partir da adi¢do de volumes entre 7 —

35 pL da amina, seguida da adicdo de 600 uL de solugdo de acido citrico 2% em anidrido

acético, além de um branco contendo somente 600 pL desta Ultima solu¢do. Em seguida, 0s

seis tubos de ensaio foram levados ao banho-maria a 80 °C, por 2 minutos. Ao fim, cada um

dos tubos recebeu 5,0 mL de cloroférmio P.A.. Todos os volumes foram retirados com o

auxilio de pipetas automaticas. O Quadro 6 apresenta os volumes utilizados dos reagentes

citados, bem como a concentragdo de N,N-dimetilanilina presente em cada tubo, expressa em

milimolaridade (mM).

Quadro 6 — Quantidades, em volume, de N,N-dimetilanilina, de solucéo de acido citrico 2% em anidrido acético

(reagente) e de cloroférmio, além da concentracdo de N,N-dimetilanilina em cada uma das solugdes preparadas.

\dentificacio V N,N- V reagente | V CHCl; Concentracdo de N,N-
dimetilanilina (uL) (uL) (mL) dimetilanilina (mM)
Branco - 600 5,00 -
Solugéo 1 7,00 600 5,00 9,85
Solucéo 2 14,00 600 5,00 19,7
Solugdo 3 21,00 600 5,00 29,5
Solucédo 4 28,00 600 5,00 39,2
Solucdo 5 35,00 600 5,00 49,0
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Quanto a anélise de imagens, foram obtidas os valores de RGB para cada um dos
tubos, respeitando a ordem disposta no Quadro 6, alternando-se as solugdes de 1 em 1 minuto.

A amostragem de dados foi realizada em intervalos de 1 segundo.

Para verificacdo da repetitividade do método, as medidas das componentes RGB de
cada uma das solucGes foram realizadas em triplicatas falsas, ou seja, medindo-se as
intensidades de cor da mesma solugdo por trés vezes seguidas, no mesmo experimento.
Quanto a reprodutibilidade, as medidas foram tomadas em triplicatas verdadeiras, analisando-
se as intensidades de cor para uma mesma concentracdo de N,N-dimetilanilina, mas a partir

de trés solucOes preparadas separadamente.

3.3.2 Estimativa da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificacédo e da exatiddo do

método

Em tubos de ensaio, foram preparadas onze solu¢Ges com concentracGes distintas de
N,N-dimetilanilina P.A., a partir da adi¢do de volumes entre 5,00 — 33,00 puL da amina citada,
seguida da adicdo de 600 uL de solucédo de acido citrico 2% em anidrido acético, além de um
branco contendo somente 600 pL desta solu¢do. Das onze solugdes, oito servirdo como
padrdes analiticos para a elaboracdo da curva analitica, e as trés restantes serdo tratadas como
amostras cujas concentracfes serdo determinadas a partir da regressdo linear dos pontos desta

curva.

Em seguida, os doze tubos de ensaio (onze solu¢des + um branco) foram aquecidos em
banho-maria a 80 °C, por 2 minutos. Ao fim, cada um recebeu 5,00 mL de cloroférmio P.A..
Todos os volumes foram retirados com o auxilio de pipetas automaticas. O Quadro 7
apresenta os volumes utilizados dos reagentes citados, bem como a concentracdo de N,N-

dimetilanilina presente em cada tubo, expressa em milimolaridade (mM).
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Quadro 7 — Curva analitica com 8 pontos e amostras a serem analisadas: quantidades, em volume (V), de solugao

de N,N-dimetilanilina, de solucdo de acido citrico 2% em anidrido acético (reagente) e de cloroférmio, além da

concentragdo de N,N-dimetilanilina em cada uma das soluc¢des preparadas.

\dentificacao V N,N- V reagente | V CHCl; Concentracéo de N,N-
dimetilanilina (uL) (L) (mL) dimetilanilina (mM)
Branco - 600 5,00 -
Solugéo 1 5,00 600 5,00 7,04
Solucgéo 2 9,00 600 5,00 12,7
Solucéo 3 13,00 600 5,00 18,3
Solugdo 4 17,00 600 5,00 23,9
Solucéo 5 21,00 600 5,00 29,5
Solucéo 6 25,00 600 5,00 35,1
Solugéo 7 29,00 600 5,00 40,6
Solucéo 8 33,00 600 5,00 46,2
Amostra 1 12,00 600 5,00 16,9
Amostra 2 20,00 600 5,00 28,1
Amostra 3 31,00 600 5,00 43,4

A andlise de imagens se deu através da leitura dos valores RGB de cada uma das

solucdes, alternando-se os tubos de 1 em 1 minuto, com a amostragem dos dados realizada em

intervalos de 1 segundo. Foram realizadas triplicatas falsas.

3.3.3 Verificacdo da seletividade do método frente a outras classes de aminas

3.3.3.1 Estimativa da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificagéo e da exatidao

do método em presenca de amina primaria (butilamina)

Em tubos de ensaio, foram preparadas onze solu¢Ges com concentragdes distintas de

N,N-dimetilanilina P.A. (densidade = 0,9557 g/mL). As solucGes foram preparadas a partir da




50

adicdo de 7,00 pL de butilamina P.A. (densidade = 0,738 g/mL), de volumes entre 5,00 —
33,00 pL da amina terciaria, seguida da adicdo de 600 pL de solugdo de acido citrico 2% em
anidrido acético, nesta ordem. Das onze solucdes, oito servirdo como padrdes analiticos para a
elaboracdo da curva analitica, e as trés restantes serdo tratadas como amostras cujas
concentragcdes serdo determinadas a partir da regressdao linear dos pontos desta curva. A
estrutura quimica da butilamina esté ilustrada na Figura 10.

HSC/\/\N-I

2

Figura 10 — Estrutura quimica da butilamina.

Posteriormente, os doze tubos de ensaio (onze solucdes + um branco) foram aquecidos
em banho-maria a 80 °C, por 2 minutos. Ao fim, cada um recebeu 5,00 mL de cloroférmio
P.A.. Todos os volumes foram retirados com o auxilio de pipetas autométicas. O Quadro 8
apresenta os volumes utilizados dos reagentes citados, bem como a concentracdo de N,N-

dimetilanilina presente em cada tubo, expressa em milimolaridade (mM).
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Quadro 8 — Curva analitica com 8 pontos e amostras a serem analisadas: quantidades, em volume (V), de

butilamina, de solugdo de N,N-dimetilanilina, de solucdo de &cido citrico 2% em anidrido acético (reagente) e de

cloroférmio, além da concentracéo de N,N-dimetilanilina em cada uma das solugGes preparadas.

v V N,N- \ \ Concentracgéao de
Identificacdo | pytilamina | dimetilanilina | reagente | CHCIl; | N,N-dimetilanilina
(L) (ML) (L) | (mL) (mM)
Branco 7,00 - 600 5,00 -

Solugéo 1 7,00 5,00 600 5,00 7,03
Solugéo 2 7.00 9,00 600 5,00 12,7
Solugéo 3 7.00 13,00 600 5,00 18,2
Solugéo 4 7,00 17,00 600 5,00 23,8
Solugéo 5 7.00 21,00 600 5,00 29,4
Solugéo 6 7.00 25,00 600 5,00 35,0
Solugéo 7 7.00 29,00 600 5,00 40,6
Solugéo 8 7.00 33,00 600 5,00 46,1
Amostra 1 7,00 12,00 600 5,00 16,8
Amostra 2 7.00 20,00 600 5,00 28,0
Amostra 3 7.00 28,00 600 5,00 39,2

A andlise de imagens se deu através da leitura dos valores RGB de cada uma das

solucdes, alternando-se os tubos de 1 em 1 minuto, com a amostragem dos dados realizada em

intervalos de 1 sequndo. Foram realizadas triplicatas falsas.

3.3.3.2 Estimativa da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificacédo e da exatidao

do método em presenca de amina secundaria (morfolina)

Foi realizado o mesmo procedimento descrito em 3.3.4.1, contudo foi utilizada uma

amina secundaria em vez da butilamina: a tetraidro-1,4-oxazina, mais conhecida como

morfolina (Figura 11). Foram considerados os mesmos volumes descritos em 3.3.4.1 para

todos os reagentes.
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Figura 11 — Estrutura quimica da morfolina (tetraidro-1,4-oxazina).

3.3.4 Comparacdo da exatiddo entre analise de imagens e espectrometria na regido do

ultravioleta-visivel

Dispondo-se das mesmas solucdes e amostras utilizadas na sec¢do 3.3.2, foi construida
uma curva analitica a partir das oito solucBes descritas no Quadro 7, com posterior
determinacdo da concentracdo das trés amostras descritas no mesmo quadro, atraves da
regressdo linear dos pontos da curva analitica citada. Entretanto, as analises foram realizadas
com o0 uso da espectrometria na regido de ultravioleta-visivel, com o auxilio de um

espectrometro Bioespectro, modelo SP-22.

Inicialmente, para tornar conhecido o comprimento de onda no qual hd um maximo de
absorcéo (Astimo), realizou-se a varredura da Solugdo 8 (Quadro 7), de 360 a 740 nm, obtendo-
se 0s valores de absorvéancia de 10 em 10 nm. O branco utilizado foi 0 mesmo branco descrito

no Quadro 7.

Portando-se o valor de Asimo = 390 nm, foi medida a absorvancia neste comprimento
de onda, em triplicata, de cada uma das solucGes de N,N-dimetilanilina, com uso do branco,

cujas composicdes estdo detalhadas no Quadro 7.

3.4 Caracterizacao dos produtos e do reagente de Palumbo por espectrometria na regiao

do ultravioleta-visivel
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Foram utilizadas 5 amostras para a caracterizagdo por espectrometria da regido do

ultravioleta-visivel, com 0s seus respectivos brancos, todos descritos a seguir:

Amostra A: solucdo de &cido citrico 2% em anidrido acético recém-preparada;

branco: anidrido acético P.A.;

Amostra B: solugdo de acido citrico 2% em anidrido acético ap6s 110 dias de preparo;

branco: anidrido acético P.A.;

Amostra C: produto formado a partir da reacéo de 20 pL de trietilamina P.S. com 600
uL da solucdo utilizada na Amostra 1, ap6s 3 minutos em banho-maria a 80 °C, com posterior
adicdo de 5,0 mL de cloroférmio P.A.; branco: 600 pL de solucdo de &cido citrico 2% em
anidrido acético, apds 3 minutos em banho-maria a 80 °C, com posterior adi¢do de 5,0 mL de

cloroférmio P.A;

Amostra D: produto formado a partir da reacdo de 15 puL de N,N-dimetilanilina P.A.
com 600 pL da solucdo utilizada na Amostra 1, apds 3 minutos em banho-maria a 80 °C, com
posterior adicdo de 5,0 mL de cloroférmio P.A.; branco: 600 pL de solucdo de acido citrico
2% em anidrido acético ap6s 3 minutos em banho-maria a 80 °C, com posterior adi¢do de 5,0

mL de cloroférmio P.A.;

Amostra E: produto formado a partir da reacdo de 5 pL de piridina P.A. com 600 pL
da solucédo utilizada na Amostra 1, ap6s 1 minuto em banho-maria a 80 °C, com posterior
adicdo de 5,0 mL de cloroférmio P.A.; branco: 600 uL de solucdo de acido citrico 2% em
anidrido acético ap6s 3 minutos em banho-maria a 80 °C, com posterior adi¢cdo de 5,0 mL de

cloroférmio P.A;

As amostras foram analisadas com o auxilio de um espectrémetro ultravioleta-visivel
Bioespectro, modelo SP-22. Foi realizada a varredura de cada uma das amostras,
considerando 0s seus respectivos brancos, de 330 a 740 nm, obtendo-se os valores de

absorvancia de 10 em 10 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Meétodo quantitativo por analise de imagens para trietilamina

4.1.1 Estimativa da repetitividade e reprodutibilidade do método

O software RGBView avalia a variacdo das componentes R, G e B de uma regido
delimitada da imagem, em funcédo do tempo, além de fornecer automaticamente a variacao da
média aritmética entre essas componentes. Foi obtido o seguinte perfil para as componentes
R, G, B e sua média aritmética, ao longo do tempo, para as soluc@es de trietilamina e o branco
de anélise (Figura 12):

Repetitividade - trietilamina
140 -
130 |
120 r ' l"""___,
b
110 A Y
£100 —G
]
= —B
o5 90 1
g Media
o 80 1
70 e
60
50
40 T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tempo /s

Figura 12 — Resposta da variagdo das componentes R, G, B e sua respectiva média aritmética, ao longo do

tempo, para as diferentes solugdes de trietilamina e o branco de analise.

E importante destacar que os valores de R, G e B, e consequentemente, a sua média

aritmética, sdo adimensionais.
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Para melhor entendimento sobre o comportamento das componentes RGB, a Figura 13
mostra imagens das soluc6es e do branco, esclarecendo as varia¢fes de R,G e B observadas.
Para o branco, no qual a solucéo é transparente, sdo observados os maiores valores de R, G e
diminuem com o aumento da intensidade da cor. Vale lembrar que valores maximos de
vermelho, verde e azul comp8em a cor branca, enquanto que valores minimos correspondem
ao preto (UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE, 2014).

Repetitividade - trietilamina
140 -
120 {  Branco '.I I | | f
] ’I—M-h—'"
Solugdo 1 | l
100 - o |
Solugéo 2 | —R
o
= —
=
£ 801 Solugo 3 —B
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= Solucéo 5
40 - r O - BB
20
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Tempo /s

Figura 13 — Esquema do perfil de cor observado e a sua correlagdo com as imagens analisadas.

O aumento momentaneo do valor de RGB observado em cada intervalo das solugcdes
corresponde a realizacdo das trocas dos tubos: como a amostragem era realizada em intervalos
de 1 segundo, houve tempo suficiente para registrar os dados entre a troca dos tubos. Logo, o
software mediu as componentes RGB do fundo branco, que aparecia para a webcam nesses

entretempos.

Como forma de associar os valores de RGB obtidos para cada solugéo, de forma que
os valores de RGB aumentem com a concentracdo do analito, escolheu-se trabalhar com as
variacdes de RGB em relacdo ao branco, considerando essas variagdes como a resposta RGB
para cada concentracdo. Esta proposta foi utilizada em todos os experimentos deste trabalho,
para todas as componentes RGB, e suas respectivas médias. A Figura 14 ilustra a ideia

adotada, em particular para a componente B.
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Repetitividade - trietilamina
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Figura 14 — Proposta utilizada para considerar respostas de RGB que aumentem com a concentracdo do analito

(exemplo: componente B).

A resposta RGB para o branco foi ajustada como zero, e assim, o calculo da variagédo

da componente para cada solucdo foi realizado com o auxilio da Equacéo 7:

A(R, G, B,Média) so1yca0 n = (R, G, B,Média) pranco — (R, G, B,Média)soiycaon (EQuagdo 7)

Onde (R, G, B, Média),yca0 » € @ média aritmeética de 50 valores de RGB e média que
constituem cada patamar, correspondente a solucdo n. E (R, G, B, Média) p,qnco € @ Média

aritmética de 50 valores de RGB e média que constituem o patamar do branco.

Desta forma, para as triplicatas falsas, foram construidos graficos que mostram 0s
valores de AR, AG, AB, AMeédia em fungdo da concentragdo de trietilamina, expressa em
molaridade. Os intervalos de confianca também estéo expressos nos graficos, para o nivel de
confianca igual a 95%. Todos os graficos, para cada uma das componentes, estdo ilustrados
nas Figuras 15-18.
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Figura 15 — Gréficos de AR contra concentragdo de trietilamina (M), das trés triplicatas falsas.
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Figura 16 — Graficos de AG contra concentracao de trietilamina (M), das trés triplicatas falsas.
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Figura 17 — Gréficos de AB contra concentragdo de trietilamina (M), das trés triplicatas falsas.
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Figura 18 — Graficos de AMédia contra concentracdo de trietilamina (M), das trés triplicatas falsas.

Para verificar a repetitividade do método, foi utilizada a média aritmética entre as trés
triplicatas falsas para cada componente de cor, obtendo-se os graficos apresentados na Figura
19. Os graficos expressam também o intervalo de confianga de cada valor médio obtido, para

um nivel de confianca igual a 95%.
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Figura 19 — Gréficos dos valores medios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em funcéo da

concentragéo de trietilamina (M).

Visualmente, 0 método apresenta repetitividade quando ha uso das componentes G, B
e Média, pois, para cada concentracdo de trietilamina, a resposta (AG, AB ou AMédia) pode
ser considerada diferente estatisticamente das outras, visto que o seu intervalo de confianga
ndo invade as outras respostas, com o nivel de 95% de confianga. Os intervalos de confianca
também mostram que os sinais G e B ndo sofreram variacdes significativas ao longo do
tempo. O contrario é observado para a componente R: a resposta AR, para uma dada
concentragdo, pode assumir valores que estdo relacionados com outra concentragdo de

trietilamina.

Para a reprodutibilidade, ao serem analisadas a média aritmética dos valores de AR,
AG, AB e AMédia para as suas triplicatas verdadeiras, percebe-se que os intervalos de
confianca para cada determinacdo fazem com que néo haja diferenca estatistica entre os cinco
pontos, levando a conclusao de que o método ndo é reprodutivel para trietilamina, para o uso
de qualquer componente de cor. Os graficos das triplicatas verdadeiras estdo apresentados na

Figura 20.
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Figura 20 — Graficos dos valores médios de cada componente, considerando suas triplicatas verdadeiras, em

fungdo da concentracdo de trietilamina (M).

4.1.2 Estimativa da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificacédo e da exatiddo do

método

Considerando as oito solucdes de trietilamina preparadas, conforme descrito em 3.1.2,
com o uso da Equacdo 7, foram obtidas quatro curvas analiticas: uma para cada componente
de cor e uma para a sua média aritmética. Os valores de AR, AG, AB e AMédia representam a
média aritmética entre as suas respectivas triplicatas falsas. Os graficos estdo apresentados na
Figura 21.
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Figura 21 — Graficos dos valores medios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em fun¢éo da

concentragdo de trietilamina (M), para a elaboragdo de suas respectivas curvas analiticas.

Foi realizada uma regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados, para cada

conjunto de dados. As equacdes das retas obtidas a partir da regressdo estdo apresentadas no

Quadro 9. O coeficiente de correlagdo de Pearson, ou somente coeficiente de correlagéo, r,

também esté apresentado no mesmo quadro, referente a cada conjunto de dados.

Quadro 9— Equacg0es das retas e coeficientes de correlagdo obtidos a partir da regressdo linear dos dados, pelo

método dos minimos quadrados, de cada componente de cor em funcéo da concentracéo de trietilamina.

Componente | Equacdo da reta | Coeficiente de correlacéo (r)
R y =582,15x — 2,1835 0,9901
G y =3381,8x — 11,153 0,9883
B y =3687,5x — 4,7194 0,9957
Média y = 2550,5x — 6,0187 0,9979
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Sabe-se que a regressao linear de um conjunto de dados fornece equacdes para a reta
do tipo y = a + bx, onde, para o presente caso, y = A(R,G,B ou Média); x = concentracdo de

trietilamina (M); e b e a séo os coeficientes angular e linear da reta, respectivamente.

O método se torna mais sensivel a medida que pequenas variagdes da concentracao
resultam em maior varia¢do da resposta, ou seja, quando ha maior inclinacéo da reta obtida, o
coeficiente angular b (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 2010). Diante desta
consideracdo, tem-se que a sensibilidade do método € maior quando h& uso da componente B
(b = 3697,5 M), e é menor para a componente R (b = 582,15 M™). A sensibilidade pode ser
estimada desta maneira, visto que a correlacdo linear entre os dados, para todas as

componentes, é intensa, ou dita muito forte (r >0,91) (BRITO et al., 2003).

Foram estimados os limites de deteccdo e quantificacdo, a partir das EquacGes 2 e 5,
considerando o valor médio de A(R,G,B e Média) para o branco igual a zero. Ressalta-se a
tentativa de estimar esses parametros, visto que ndo se esta trabalhando com o ndmero
minimo recomendado de replicatas, que é sete, mas sim, com trés (INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, 2010). Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de trietilamina

por analise de imagens, para cada componente de cor, estdo apresentados no Quadro 10.

Quadro 10- Limites estimados de detec¢do e quantificacdo de trietilamina por anélise de imagens, em termos de

concentragdo (mM), para cada componente de cor.

Componente | Limite de deteccdo (mM) | Limite de quantificacdo (mM)
R 6,26 16,5
G 3,64 5,02
B 1,67 3,24
Média 2,83 4,76

A técnica de analise de imagens, para a determinacgdo de trietilamina, apresenta os
menores limites de deteccdo e quantificacdo para 0 uso da componente B, conforme

apresentado no Quadro 10.

A exatiddo do método se deu pelo célculo da recuperacdo/tendéncia (%) das trés
amostras de trietilamina, cujas concentragdes verdadeiras estdo no Quadro 3, que tiveram suas

cores medidas por analise de imagens, e a partir da regressao linear da curva analitica, foram
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determinadas as concentraces de trietilamina em cada uma delas. A recuperagdo (%) foi
calculada com o auxilio da Equacgéo 6. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Recuperacdo analitica de amostras de trietilamina, a partir da curva analitica para cada componente
de cor, onde Cgycuaga = CONcentracdo calculada de trietilamina (MM); Cyerdageira = CONcentracdo verdadeira de
trietilamina (mM); Rec. = recuperagéo (%).

Identificacéo Cecalculada (MM) Cerdadeira (MM) Rec. (%)
Componente: R
Amostra 1 5,23 4,99 104,70
Amostra 2 9,98 9,27 107,62
Amostra 3 15,1 13,5 111,85

Componente: G

Amostra 1 5,72 4,99 114,61
Amostra 2 9,91 9,27 106,87
Amostra 3 15,5 13,5 114,82

Componente: B

Amostra 1 6,20 4,99 124,18
Amostra 2 1,06 9,27 113,94
Amostra 3 15,8 13,5 116,56

Componente: Média

Amostra 1 5,87 4,99 117,46
Amostra 2 1,02 9,27 109,79
Amostra 3 15,6 13,5 115,06

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, percebe-se que a técnica de
analise de imagens superestimou as concentracdes de trietilamina, fornecendo resultados
maiores do que os verdadeiros, isto €, a recuperacdo foi maior que 100%. Porém, vale
ressaltar que a técnica conseguiu recuperar bem as informagdes das amostras ditas

desconhecidas. Para saber qual das componentes desempenhou melhor recuperacéo, pode-se
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calcular o desvio quadratico médio (RMSD — Root-Mean-Square Deviation) para a predicdo
das concentragdes, considerando cada conjunto de recuperagOes, através da Equacdo 8: O
RMSD representa o desvio padrdo amostral das diferencas entre valores preditos (calculados)

e verdadeiros.

3 i o _ct 2
RMSD — \/21=1(Cverdadel:la Ccalculada) (Equagéo 8)
Onde:

Cl o aadeira = CONCENtracio verdadeira de trietilamina (M) na amostra i;

Clicuada = CONCeNtracdo calculada de trietilamina (M) na amostra i;

n= nlmero total de amostras.

Os resultados, apontados na Tabela 4, mostram que o uso da componente R forneceu

melhor recuperag&o, ou maior exatiddo, em termos coletivos, com RMSD = 1,02x107 M.

Tabela 4 — Valores para o desvio quadratico médio (RMSD) sobre a predi¢do da concentracdo de trietilamina

para todas as componentes de cor e sua média.

Componente RMSD (x107° M)
R 1,02
G 1,29
B 1,65
Média 1,38

4.2 Método quantitativo por analise de imagens para piridina

4.2.1 Estimativa da repetitividade e reprodutibilidade do método
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Fazendo-se uso da Equacédo 7, foram obtidos, para a média entre as triplicatas falsas,

graficos que mostram os valores de AR, AG, AB, AMédia em funcdo da concentragdo de

piridina, expressa em molaridade. Os intervalos de confianca também estdo expressos nos

gréficos, para o nivel de confianca igual a 95%. Os gréficos estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22 — Graficos dos valores médios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em funcéo da

concentragdo de piridina (M).

Realizando-se uma analise visual dos dados, 0 método apresenta repetitividade, pois

os valores médios de AR, AG, AB e AMédia possuem intervalos de confianca relativamente

pequenos, ou seja, o sinal RGB ndo sofreu significativas variacdes ao longo do tempo.

Para a estimativa da reprodutibilidade, considerando a analise de triplicatas

verdadeiras, 0 método ndo é reprodutivel, dentro das condicdes realizadas, conforme o0s
resultados apresentados na Figura 23.
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Figura 23 — Graficos dos valores médios de cada componente, considerando suas triplicatas verdadeiras, em

fungéo da concentracdo de piridina (M).
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4.2.2 Estimativa da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificacédo e da exatiddo do

método

A partir da medida das componentes das oito solu¢bes de piridina, preparadas

conforme descrito em 3.2.2, com 0 uso da Equacdo 7, foram obtidas quatro curvas analiticas.

Os valores de AR, AG, AB e AMédia representam a média aritmética entre as suas respectivas

triplicatas falsas. Os gréficos estdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24 — Gréficos dos valores medios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em fun¢éo da

concentragdo de piridina (M), para a elaboracéo de suas respectivas curvas analiticas.

Foi realizada uma regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados, para cada

conjunto de dados. As equacdes das retas obtidas a partir da regressao estdo apresentadas no

Quadro 11. Os coeficientes de correlacdo, R, também estdo apresentados no mesmo quadro.

Quadro 11— Equacdes das retas e coeficientes de correlagdo obtidos a partir da regresséo linear dos dados, pelo

método dos minimos quadrados, de cada componente de cor em fungdo da concentracdo de piridina.

Componente | Equacéo dareta | Coeficiente de correlacéo (r)
R y = 6118,5x + 5,8465 0,9689
G y =6012,7x + 44,071 0,8428
B y = 6637,6x + 37,92 0,8591
Média y = 6256,3x + 29,279 0,8973

A componente de cor que apresentou melhor linearidade, em termos de coeficiente de

correlagéo, foi a componente R. Embora os seus dados apresentem correlacdo relativamente

forte (BRITO et al., 2003), as sensibilidades ndo sdo passiveis de comparagdes, visto que 0s
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coeficientes angulares sdo muito proximos. Além disso, percebe-se, na Figura 24, que 0s
dados para as componentes G, B e Média apresentam uma tendéncia: a partir da quarta
concentracdo de piridina, ndo ha mudancas significativas sobre o sinal. Isto pode estar
relacionado a uma limitacdo da reacdo, pois o produto da reacdo possui coloracdo violeta
intensa, e segundo a andlise de imagens, ndo ha diferenca entre as cores destes produtos mais
concentrados, considerando as componentes verde e azul. Caso fosse limitacdo do
instrumento, ndo seria possivel observar a linearidade, relativamente maior, que ha para a

componente vermelha.

Foram estimados os limites de deteccdo e quantificacdo, a partir das EquacGes 2 e 5,
considerando o valor medio de A(R,G,B e Média) para o branco igual a zero. Os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de piridina por analise de imagens, em termos de RGB e
Média, estdo apresentados no Quadro 12.

Quadro 12— Limites estimados de deteccdo e quantificacdo de piridina por andlise de imagens, em termos de

RGB e Média, para cada componente de cor.

Componente | Limite de deteccdo | Limite de quantificacao
R 1,14 577
G 1,03 5,21
B 1,88 9,51
Média 1,32 6,66

Ao serem convertidos em termos de concentracdo de piridina, atraves das equacdes
presentes no Quadro 11, os limites de deteccdo e de quantificacdo assumem valores negativos,
pois os coeficientes lineares das retas sdo positivos e maiores que os valores de LD e LQ (em
termos de RGB). Sendo assim, serd considerado o mesmo limite de quantificacdo, para todas

as curvas, como a menor concentragdo de piridina utilizada: 8,80x10™* M.

A exatiddo do método foi estimada pelo célculo da recuperagdo/tendéncia (%) das trés
amostras de piridina, cujas concentragdes verdadeiras estdo no Quadro 5, que tiveram suas
cores medidas por andalise de imagens, e a partir da regressao linear da curva analitica, foram
determinadas as concentragfes de piridina em cada uma delas. A recuperagdo (%) foi
calculada com o auxilio da Equacdo 6. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.



69

Tabela 5 — Recuperacéao analitica de amostras de piridina, a partir da curva analitica para cada componente de
cor, onde Cgaeulada = CONcentracdo calculada de piridina (MM); Cyerdageira = CONcentracdo verdadeira de piridina

(mM); Rec. = recuperagdo (%).

Identificagéo Cealculada (MM) Cerdadeira (MM) Rec. (%)
Componente: R
Amostra 1 2,94 2,82 104,56
Amostra 2 6,04 5,30 113,87
Amostra 3 7,92 7,69 102,97

Componente: G

Amostra 1 4,29 2,82 152,33
Amostra 2 7,19 5,30 135,33
Amostra 3 7,59 7,69 98,62

Componente: B

Amostra 1 4,50 2,82 159,69
Amostra 2 7,15 5,30 134,74
Amostra 3 7,81 7,69 101,57

Componente: Média

Amostra 1 3,93 2,82 139,42
Amostra 2 6,80 5,30 128,26
Amostra 3 7,78 7,69 101,13

Os resultados apresentados na Tabela 5 indicam, visualmente, que a componente R
obteve melhor exatiddo relativa (recuperacdo mais proxima de 100%). Esta consideracéo fica
mais evidente ao serem comparados os valores para RMSD (Equacdo 8) na predigdo das
concentragOes das amostras 1, 2 e 3 a partir das curvas analiticas (Tabela 6).
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Tabela 6 — Valores para o desvio quadratico médio (RMSD) sobre a predigdo da concentragdo de piridina, para

todas as componentes de cor e sua média.

Componente RMSD (x10™ M)
R 451
G 13,8
B 14,4
Média 10,8

4.3 Método quantitativo por analise de imagens para N,N-dimetilanilina

4.3.1 Estimativa da repetitividade e reprodutibilidade do método

Com o uso da Equacéo 7 sobre os valores de RGB e média, para cada concentracdo de
N,N-dimetilanilina, considerando as triplicatas falsas, construiu-se quatro gréficos (Figura 25)
gue mostram os valores de AR, AG, AB, AMédia em funcdo da concentracdo da amina em
questdo, expressa em molaridade. Os intervalos de confianca também estdo expressos nos
graficos, para o nivel de confianca igual a 95%.
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Figura 25 — Gréficos dos valores médios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em funcéo da

concentracdo de N,N-dimetilanilina (M).
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A partir da analise visual dos graficos, 0 método utilizando a componente R como
resposta para uma dada concentracdo de N,N-dimetilanilina apresentou menor repetitividade,

visto que os valores de R sofreram variacGes significativas ao longo do tempo de anélise.

Os resultados obtidos para a andlise da reprodutibilidade estdo representados pelos
gréficos da Figura 26. Assim como para trietilamina e piridina, a analise de N,N-
dimetilanilina ndo é reprodutivel, pois para um nivel de confianca igual a 95%, as
concentragfes da amina podem assumir valores de RGB e média muito dispersos entre si

(amplo intervalo de confianga).
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Figura 26 — Graficos dos valores médios de cada componente, considerando suas triplicatas verdadeiras, em

funcgdo da concentracdo de N,N-dimetilanilina (M).

4.3.2 Estimativa da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificagéo e da exatidao do

método

A Figura 27 mostra os graficos obtidos a partir da analise de imagens das oito solucdes

de N,N-dimetilanilina. Os intervalos de confianca tambeém estdo expressos em cada grafico.
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Figura 27 — Graficos dos valores medios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em fungéo da

concentragdo de N,N-dimetilanilina (M), para a elaboragdo de suas respectivas curvas analiticas.

Com a elaboracéo das curvas analiticas a partir de oito solugdes de N,N-dimetilanilina,

através da analise imagens, foi realizada a regressao linear de cada conjunto de pontos, para as

trés componentes de cor e sua média. A equacdo de cada reta esta apresentada no Quadro 13.

Quadro 13— Equacdes das retas e coeficientes de correlagdo obtidos a partir da regressdo linear dos dados, pelo

método dos minimos quadrados, de cada componente de cor em funcéo da concentragdo de N,N-dimetilanilina.

Componente | Equacdo da reta | Coeficiente de correlagéo (r)
R y =395,29x — 2,031 0,9576
G y = 2469,7x — 7,7995 0,9828
B y =1998x + 13,942 0,9921
Média y =1621x + 1,3704 0,9922
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De acordo com o Quadro 13, a componente B e a média entre as componentes RGB
forneceram maiores linearidades, ou seja, maiores correlagdes lineares entre a resposta (sinal)
e a concentracdo de N,N-dimetilanilina. Dentre elas, a componente B oferece maior
sensibilidade ao méetodo. Entretanto, para todas as componentes de cor, 0 uso do verde aponta

maior sensibilidade.

Foram estimados os limites de deteccdo e quantificacdo, a partir das Equacdes 2 e 5,
considerando o valor médio de A(R,G,B e Média) para o branco igual a zero. Os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de N,N-dimetilanilina por analise de imagens, em termos

de RGB e Média, estdo apresentados no Quadro 14

Quadro 14— Limites estimados de detec¢do e quantificacdo de N,N-dimetilanilina por andlise de imagens, em

termos de concentragdo (mM), para cada componente de cor.

Componente | Limite de deteccdo (mM) | Limite de quantificacdo (mM)
R 10,1 30,4
G 3,43 4,53
B * 7,04
Média * 7,04

* N30 expressos

Para as componentes B e Média, os limites de deteccdo e quantificacdo, expressos em
termos de sinal B e Média, ao serem convertidos em concentracdo apresentaram valores
negativos. Portanto, ndo foram expressos os limites de deteccdo para essas componentes, e 0

limite de quantificacéo foi considerado como o menor padréo utilizado na curva analitica.

A exatiddo do método foi estimada pelo calculo da recuperacdo/tendéncia (%) das trés
amostras de N,N-dimetilamina, cujas concentracOes verdadeiras estdo no Quadro 7. A
recuperacdo (%) foi calculada com o auxilio da Equacdo 6. Os resultados estdo apresentados
na Tabela 7. Os valores para RMSD na predic¢do da concentragdo das amostras estdo presentes

na Tabela 8.
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Tabela 7 — Recuperacdo analitica de amostras de N,N-dimetilanilina, a partir da curva analitica para cada
componente de cor, onde Cucuiada = CONcentracéo calculada de N,N-dimetilanilina (M); Cyerdageira = CONCENtracao

verdadeira de N,N-dimetilanilina (M); Rec. = recuperacdo (%).

Identificacéo Cecalculada (MM) Cerdadeira (MM) Rec. (%)
Componente: R
Amostra 1 8,07 16,9 47,86
Amostra 2 20,6 28,1 73,45
Amostra 3 49,1 43,4 113,03

Componente: G

Amostra 1 15,3 16,9 90,98
Amostra 2 27,0 28,1 96,19
Amostra 3 42,8 434 98,61

Componente: B

Amostra 1 27,2 16,9 161,08
Amostra 2 30,5 28,1 108,72
Amostra 3 18,6 434 42,92

Componente: média

Amostra 1 14,9 16,9 88,14
Amostra 2 27,9 28,1 99,38
Amostra 3 435 434 100,24

Tabela 8 — Valores para o desvio quadratico médio (RMSD) sobre a predicdo da concentracdo de N,N-

dimetilanilina, para todas as componentes de cor e sua média.

Componente RMSD (x107° M)
R 7,41
G 1,13
B 15,6

Media 1,16
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Verifica-se, através das Tabelas 7 e 8, que a componente verde foi a que garantiu
maior exatiddo para o método, com RMSD = 1,13x10° M. Entretanto, se houvesse a
necessidade de se escolher qual das componentes para trabalhar em condi¢bes de maiores

linearidade e exatidao simultaneamente, seria escolhida a média entre as componentes RGB.

4.3.3 Verificacdo da seletividade do método frente a outras classes de aminas

As Figuras 28 e 29 apresentam as curvas analiticas do sinal RGB (e sua média) em

funcdo da concentracdo de N,N-dimetilanilina, em presenca de butilamina e morfolina,
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Figura 28 — Graficos dos valores médios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em fun¢éo da
concentracdo de N,N-dimetilanilina (M), em presenca de butilamina, para a elaboracéo de suas respectivas

curvas analiticas.
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Figura 29 — Graficos dos valores médios de cada componente, considerando suas triplicatas falsas, em fun¢éo da

concentracdo de N,N-dimetilanilina (M), em presenca de butilamina, para a elaboracao de suas respectivas

curvas analiticas.

A fim de se comparar os resultados do método desenvolvido para N,N-dimetilanilina

na auséncia de outras aminas, para avaliar a sua linearidade, sensibilidade e exatidao,

escolheu-se a componente Média para a avaliacdo da influéncia de butilamina e morfolina,

sobre as respostas, pois esta componente apresentou os melhores resultados para linearidade e

exatiddo do método para N,N-dimetilanilina, simultaneamente.

As equagdes das retas obtidas a partir da regresséo linear dos dados de cada ensaio,

para a componente Média, estdo apresentadas no Quadro 15. Os coeficientes de correlacdo (r)

também estdo expressos no quadro.
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Quadro 15 - Equacfes das retas e coeficientes de correlagdo obtidos a partir da regresséo linear dos dados, pelo

método dos minimos quadrados, da componente Média em funcdo da concentracdo de N,N-dimetilanilina, em

presenca (ou ndo) de outras aminas.

Equacéo da reta

Amina (s) (componente Média) Coeficiente de correlagéo (r)
N,N-dimetilanilina y =1621x + 1,3704 0,9922
N,N-dimetilanilina + butilamina | y =542,24x + 22,562 0,9522
N,N-dimetilanilina + morfolina | y =1215,2x + 1,3704 0,9330

A presenca de aminas primaria e secundaria, pelos resultados indicados no Quadro 15,

afetam a linearidade e a sensibilidade do método: o coeficiente de correlagdo diminui com a

presenca destas aminas, e o coeficiente angular também, o que faz com que pequenas

variacdes na concentracdo de N,N-dimetilanilina ndo revelem significativas diferencas no

sinal medido, se comparadas ao método somente com a amina terciéria.

Os limites de detec¢do e quantificacdo também foram estimados, considerando a curva

analitica para a componente Média. O Quadro 16 apresenta os resultados para a amina

terciaria, e para esta em presenca de outras aminas.

Quadro 16 — Limites de detec¢do e quantificacdo, obtidos a partir da curva analitica para a componente Média,

de N,N-dimetilanilina, em presenca (ou ndo) de outras aminas.

Amina (s) Componente: Média

LDM) | LQ (M)

N,N-dimetilanilina * 7,04x107°
N,N-dimetilanilina + butilamina * 7,04x107°
N,N-dimetilanilina + morfolina * 7,03x10°

*N&o expressos
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De acordo com o Quadro 16, ndo houve mudangas significativas sobre o limite de
quantificacdo de N,N-dimetilanilina quando esta se encontra em meio contendo butilamina ou

morfolina.

Para avaliar a influéncia da presenca de outras aminas sobre a exatiddo do método,
foram calculadas as recuperacbes (tendéncias) de N,N-dimetilanilina, com o auxilio da

Equacdo 7. Os resultados, considerando a componente Média, estdo expressos na Tabela 9.

Tabela 9 — Recuperacdo analitica de amostras de N,N-dimetilanilina, na presenca (ou ndo) de outras aminas, a

partir da curva analitica da componente Média, e valores de RMSD para a predicéo.

Recuperagio (%) — RMSD (x10™ M)

Amina (s) componente: Média

N,N-dimetilanilina

Amostra 1 88,14
Amostra 2 99,38
1,16
Amostra 3 100,24
N, N-dimetilanilina + butilamina
Amostra 1 139,24
Amostra 2 113,19
5,68
Amostra 3 83,99
N,N-dimetilanilina + morfolina
Amostra 1 125,78
Amostra 2 57,78
17,6
Amostra 3 63,81

Verifica-se, atraves dos resultados presentes na Tabela 9, que a presenca de outras
aminas diminui a exatiddo do método. A morfolina interfere mais sobre a exatiddo do que a

butilamina.
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Portanto, embora 0 método seja seletivo para aminas terciérias, 0s seus parametros
analiticos sdo afetados pela presenca de outras classes de aminas, como butilamina e

morfolina, influenciando na sua robustez.

4.3.4 Comparacao da exatidao entre andlise de imagens e espectrometria na regido do

ultravioleta-visivel

A Figura 30 apresenta o espectro de absorcdo, na regido do ultravioleta-visivel, do
produto formado pela reacdo entre N,N-dimetilanilina e o reagente de Palumbo. O produto
possui absor¢do maxima em 390 nm. A Figura 31 apresenta a curva analitica da absorvancia

em 390 nm em funcéo da concentragdo de N,N-dimetilanilina.

el |\
AL
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Absorvancia

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda / nm

Figura 30 — Espectro de absorgdo (ultravioleta-visivel) do produto formado pela reagdo entre N,N-dimetilanilina

e 0 reagente de Palumbo.
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Figura 31 — Curva analitica (absorvancia em 390 nm contra a concentracdo de N,N-dimetilanilina), equacéo da

reta obtida pela regressdo linear e o coeficiente de correlagéo (r).

Para comparar a exatiddo entre a analise de imagens e a técnica espectrométrica citada,
a Tabela 10 mostra as recuperacdes (%) de N,N-dimetilanilina, calculadas com o auxilio da
Equacdo 7, obtidas pelas duas técnicas analiticas. Para a analise de imagens, foi considerada a

componente Média. Os resultados para o desvio quadratico médio também estéo na tabela.

Tabela 10 — Recuperacdo analitica de amostras de N,N-dimetilanilina a partir de duas técnicas analiticas

diferentes.

Recuperacéo (%)
Analise de imagens
(componente: Média)

Amostra de N,N-

dimetilanilina Espectrometria UV-vis

1 88,14 109,46
2 99,38 100,09
3 100,24 105,63

RMSD (x10° M) 1,16 2,54
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De acordo com os dados da Tabela 10, o método por analise de imagens apresentou
maior exatiddo do que por espectrometria na regido do ultravioleta-visivel. Este resultado se
torna interessante, do ponto de vista de que a analise de imagens apresenta menor custo: o seu
sensor é uma webcam, que é relativamente mais barato do que um espectrémetro. Ademais, o

seu aparato experimental € mais pratico e menos volumoso.

4.4 Caracterizacao dos produtos e do reagente de Palumbo por espectrometria na regiao

do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo, na regido do ultravioleta-visivel, das amostras A-E estdo
apresentados na Figura 32.

0.8 4

0,7 1
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0,5

0.4 -

Absorvincia / U.A.

0,3 1

0,2

0.1

320 370 420 470 520 570 620 670 720
Comprimento de onda / nm

Figura 32 — Espectros de absorcdo (UV-vis) dos produtos formados entre as aminas terciarias e o reagente de

Palumbo, do reagente de Palumbo e deste ap6s 110 dias de preparo.
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Onde:

A — Reagente de Palumbo recém preparado (solucéo de &cido citrico 2% em anidrido
acético);

B — Reagente de Palumbo apds 110 dias de preparo;

C — Produto formado da reacdo entre trietilamina e o reagente de Palumbo recém-
preparado;

D — Produto formado da reacdo entre N,N-dimetilanilina e o reagente de Palumbo
recém-preparado;

E — Produto formado da reacdo entre piridina e o reagente de Palumbo recém-

preparado;

N&o ha absorcdo de radiacdo UV-visivel para o reagente de Palumbo assim que ele é
preparado, 0 que mostra a auséncia de cor que esta solugcdo possui, confirmando que o branco

utilizado nas andlises deste trabalho ndo apresentava cor.

Como dito anteriormente, o reagente de Palumbo adquire coloracdo ao longo do tempo
de estoque (NEELY, 1993), e isto é confirmado de forma espectrométrica, ao ser analisado o
espectro da amostra B, no qual ha absor¢do entre 400 — 420 nm. A solucdo apresentava cor

castanho escuro.

Quanto as amostras C — E, estas ndo ajudam diretamente na elucidacdo das estruturas
dos produtos formados, porém mostram que a cor obtida esta entre o vermelho e o violeta,
pois as trés apresentam absorcdo entre 520-540 nm, que corresponde ao verde (cor
complementar do vermelho). Sabe-se que piridina, trietilamina e N,N-dimetilanilina
apresentam maximos de absor¢do em 256, 212 e 254 nm, respectivamente (ROBERTSON,;
MATSEN, 1950). Sendo assim, ndo se pode relacionar o maximo observado em 390 nm a

estrutura de alguma dessas aminas.

Este estudo ndo se mostra, ainda, suficiente para contribuir com a elucidagéo dos
passos da reacdo entre aminas terciarias e o reagente de Palumbo, mas ficam registradas as
cores dos produtos formados, por meio de seus respectivos espectros de absorcao na regido do

UV-visivel.
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5 CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método quantitativo por analise de imagens em tempo real para a
quantificacdo de aminas terciarias — trietilamina, piridina e N,N-dimetilanilina. Vale lembrar
que 0 mesmo metodo necessita de uma otimizacgdo prévia, pois como foi visto, o tempo de
aquecimento em banho-maria varia para cada uma das aminas, além da faixa de concentracdo
para a construcdo de uma curva analitica. O equipamento prototipo desenvolvido neste

trabalho apresentou bom desempenho.

Para o método com trietilamina, verificou-se que este apresenta repetitividade, mas
ndo é reprodutivel. Entretanto, o uso da andlise de imagens garantiu linearidade ao método (r
> 0,98), independente da componente de cor utilizada. Obteve-se maior sensibilidade nas
medicdes ao ser utilizada a componente azul (B). Além disso, foram estimados os limites de
deteccdo e quantificacdo do método, apresentando 0s menores valores para o uso da
componente B: 1,67x10° e 3,24x10°® M, respectivamente. A componente vermelha (R)

apresentou a melhor exatidao para o método.

Para a piridina, o0 método desenvolvido é repetitivo (para o uso das componentes G, B
e média), mas nao fornece reprodutibilidade. A sua linearidade foi estimada, e somente a
componente vermelha (R) apresentou os melhores resultados (r = 0,9689). Foi verificado que
a deficiéncia em linearidade para o uso das outras componentes € funcdo da limitacdo da
reacdo, pois houve saturacdo da cor do produto formado, ndo sendo, portanto, funcdo do
instrumento utilizado. A sensibilidade, para o uso de qualquer componente, € equiparavel. Foi
possivel estimar somente o limite de quantificacio do método, para o uso de todas as
componentes de cor, e este foi igual a 8,80x10™ M. A componente R forneceu resultados com
maior exatidao para a determinacdo da concentracdo de amostras de piridina, a partir da curva

analitica elaborada.

Quanto ao método desenvolvido para a determinacdo de N,N-dimetilanilina, este
também € repetitivo, mas ndo reprodutivel. Sua linearidade foi estimada, e o uso de qualquer
componente de cor, para a construcdo da curva analitica, apresentou um coeficiente de
correlagdo maior que 0,95, sendo a maior linearidade verificada para o uso da média entre as
componentes RGB (r = 0,9922). O uso da componente verde (G) como variavel dependente

da concentracdo da amina apresentou maior sensibilidade para o método, e também forneceu



84

0s menores limites de deteccdo e quantificacdo, ambos estimados. A exatiddo do método é
melhor quando também h& uso da componente G.

Ainda sobre o método para N,N-dimetilanilina, as analises desta amina em presenca de
outras, como butilamina e morfolina, indicaram uma diminui¢do na exatidao, na linearidade e
na sensibilidade do método. Ndo houve mudancas significativas na estimativa do limite de
quantificacdo. Diante disso, percebe-se que a robustez do método é afetada quando h&
presenca de outras classes de aminas.

Foi comparada a exatiddo do método para N,N-dimetilanilina quando h& uso de duas
técnicas diferentes: analise de imagens e espectrometria na regido do UV-visivel. A analise de
imagens, a partir das medicdes da média entre as componentes RGB para cada concentragédo
de amina, apresentou exatiddo maior do que a técnica espectrométrica sobre a determinacao

de amostras contendo N,N-dimetilanilina.

De forma geral, para toda e qualquer determinacdo de amina terciaria pelo método
proposto, percebe-se que esta deve ser precedida da construcdo da curva analitica, haja visto
gue o método ndo apresenta reprodutibilidade. A técnica de analise de imagens em tempo
real, além de fornecer um enorme numero de dados, com amostragens sendo realizadas em
intervalos de 1 segundo, possibilita a livre escolha de qual componente de cor sera utilizada
para o fim a que se destina: em qual se encontra maior linearidade, qual componente fornece

resultados mais exatos etc.

A técnica de analise de imagens em tempo real apresenta notaveis vantagens: o sensor
utilizado, a webcam, é mais acessivel que um espectrdmetro; uma curva analitica, com oito
pontos, pode ser elaborada em até 10 minutos, aproximadamente; 0s ensaios exigem menos
etapas e reagentes do que nas técnicas utilizadas nos métodos convencionais (RATHORE;
AKHTAR; SHARMA, 1984; SIGGIA, 1963). Com essas qualidades apresentadas, espera-se
gue esta técnica possa ser utilizada em disciplinas de analise organica ou afins, com a
finalidade de abordar tanto os ensaios de Feigl, como avangcos em tecnologia quimica.
Ademais, ainda como perspectivas futuras, sdo visadas melhorias no método para a sua
aplicacdo em amostras reais, em estudos de poluicdo ambiental, na determinacdo de alguns
alcaloides, de nitrogénio de aminas terciarias em medicamentos, e outros fins. Espera-se,
também, que a técnica de analise de imagens seja aplicada na determinagdo de outros

compostos organicos, a partir de diferentes ensaios de Feigl.
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Foram caracterizados, por espectrometria na regido do UV-visivel, os produtos obtidos
a partir da reacdo entre as aminas terciérias, utilizadas neste trabalho, com o reagente de
Palumbo. Também foram obtidos os espectros de absorcdo para o reagente de Palumbo,
quando este esta recém-preparado, e com mais de 110 dias de preparo. Os espectros fornecem
informacdes sobre a cor dos produtos e a mudanca que ocorre no reagente de Palumbo
conforme o tempo de estoque, mas ainda ndo se mostram suficientes para elucidar os passos

da reacéo.



86

REFERENCIAS

AUTERHOFF, H.; SCHWINGEL, I. Uber die Reaktion von Zitronensaure mit Acetanhydrid
und Pyridin. Archive der Pharmazie, v. 308, n. August, p. 583-587, 1975.

BATLEY, G. E.; FLORENCE, T. M.; KENNEDY, J. R. Fluorimetric method for the
determination of long-chain amines in water. Talanta, v. 20, n. 2, p. 987-992, 1973.

BRITO, N. M. et al. Validagdo De Métodos Analiticos: Estratégia E Discussdo. Pesticidas:
R.Ecotoxicol. e Meio Ambiente, v. 13, p. 129-146, 2003.

CAMARA-CHAVEZ, G. Sistema de Cores. Disponivel em:
<http://www.decom.ufop.br/guillermo/BCC326/slides/Processamento de Imagens - Sistema
de Cores.pdf>. Acesso em: 27 jun. 2017.

COSTA NETO, C. Analise organica: métodos e procedimentos para caracterizacdo de

organoquimios. v. 1, 1 ed. Rio de Janeiro: Editora da UFRJ, 2004.

ESPINOLA, A. Fritz Feigl: Atualidade de seu Legado Cientifico. 1. ed. Rio de Janeiro:
Instituto de Quimica / COPPE - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2009.

ESPINOLA, A.; PINTO, M. A. DA S.; COSTA NETO, C. Fritz Feigl (1891-1971) - The
Centennial of a Researcher. Bulletin for the History of Chemistry, v. 17, n. 1, p. 31-39,
1995.

FEIGL, F. Spot Tests in Organic Analysis. 7. ed. [s.l.] Elsevier Science, 1966.

GONZAGA, A.; RODRIGUES, E. L.; VIEIRA, M. A. DA C. Processamento de Imagens
Coloridas. Disponivel em: <http://iris.sel.eesc.usp.br/sel886/Aula_3.pdf>. Acesso em: 27 jun.
2017.

HARRIS, D. C. Andlise Quimica Quantitativa. 8. ed. [s.l.] LTC, 2012.

HELENE, O. Método dos Minimos Quadrados - com énfase em variancias e com
recursos matriciais. Disponivel em: <http:/livirommg.blogspot.com.br/>. Acesso em: 27 jul.
2017.

ICH (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTES FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS
FORHUMANUSE)., . Validation of analytical procedures: methodology. Geneva:



87

ICH/IFPMA, 2005.

INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA. DOQ-CGCRE-008: Orientacdo sobre

validagdo de métodos analiticos, 2010.

KENNETH, A. Chromogenic reactions of tertiary amines with polycarboxylic acids and
acetic anhydride : carbon suboxide as the reactive species in the malonic acid reagent.

Journal of Pharmaceutical Sciences, p. 834-838, 1987.

LANGLEY, W. D. Reaction of tertiary amine-, quaternary ammonium-, and inorganic salts

with citric acid in acetic anhydride. Analytical chemistry, v. 39, n. 2, p. 199-202, 1967.

NAKAYAMA, H. T. Analise funcional organica de xistos oleigenos brasileiros. [s.l.]

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 1980.

NEELY, F. L. Flow-injection determination of tylosin in fermentation broth. Analytica
Chimica Acta, v. 281, n. 2, p. 243-247, 1993.

PALUMBO, M. Applicazione della reazione cromatica fra Anidride Cis-Aconitica e Amine
Terziarie al ricnoscimento di sostanze di interesse farmaceutico. Farmaco, Scienza E
Tecnica, v. 3, p. 675-677, 1948.

PATTERSON, S. RGB and Color Channels in Photoshop Explained. Disponivel em:

<http://www.photoshopessentials.com/essentials/rgh/>. Acesso em: 27 jun. 2017.

RATHORE, H. S. Chromatographic and related spot tests for the detection of water
pollutants. Journal of Chromatography A, v. 733, n. 1-2, p. 5-17, 1996.

RATHORE, H. S.; AKHTAR, M. N.; SHARMA, S. K. A new spot test for the detection of
traces of citric and tartaric acids in vinegar. Microchemical Journal, v. 177, p. 172-177,
1984.

RATHORE, H. S.; QURESHL, M.; SULAIMAN, A. M. A new sensitive and simple spot test
for the detection of tertiary amine pollutants in water. Water Research, v. 16, p. 435-440,
1982.

RIBANI, M. et al. Validagcdo em Métodos Cromatogréficos e Eletroforeicos. Quimica Nova,
v.27,n.5, p. 771-780, 2004.

RIBEIRO, F. A. DE L. et al. Planilha de validagéo: uma nova ferramenta para estimar figuras



88

de mérito na validagdo de métodos analiticos univariados. Quimica Nova, v. 31, n. 1, p. 164—
171, 2008.

ROBERTSON, W. W.; MATSEN, F. A. The Near Ultraviolet Absorption Spectra of N-
Substituted Anilines. Journal of American Chemical Society, v. 72, p. 1543-1544, 1950.

SASS, S. et al. Colorimetric estimation of tertiary and quaternary amines. Analytical
chemistry, v. 30, n. 4, p. 529-531, 1958.

SIGGIA, S. Quantitative Organic Analysis - via Functional Groups. 3. ed. New York and
London: John Wiley and Sons, Inc., 1963.

SILVA, J. F. C.; SILVA, A. P. M.; SENA, R. C. Real-time analysis to evaluate crystallization
processes. In: Crystallization - Science and Technology. [s.l.] InTech, 2012. p. 305.

SILVA, A. D. P. M. DA et al. Low-cost system based on image analysis to determine
solubility curves. Sensors and Actuators, B: Chemical, v. 177, p. 1071-1074, 2013.

SISODIYA, E. S. Difference Between CCD And CMOS. Disponivel em:
<http://www.udaipurtalents.com/technical-learning/difference-betweem-ccd-and-cmos>.
Acesso em: 13 jun. 2017.

SOUZA, J. S. DE; CARDOZA, J. A. S. Sensores de Imagem Digitais CCD E CMOS. p. 1-8,
2012.

THOMAS, A. D. Spectrophotofluorometric determination of some alkaloids containing a

tertiary amine group. Talanta, v. 22, n. C, p. 865-869, 1975.

UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE. O sistema RGB e o cubo de cores.
Disponivel em: <http://www.uff.br/cdme/matrix/matrix-

html/matrix_color_cube/matrix_color_cube_br.html>. Acesso em: 16 mar. 2017.

VESSMAN, J. et al. IUPAC Recommendations 2001. International Union of Pure and
Applied Chemistry, v. 73, p. 1381-1386, 2001.



