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Resumo:

Neste trabalho, prop8e-se a determinacao do teor de lansoprazol, agente inibidor seletivo da H +/K+-
ATPase géstrica, utilizando titulacdo baseada em imagem digital (Digital Image-Based Titration). O
sistema DIB utiliza uma webcam para aquisicdo das imagens digitais com base no sistema de cor RGB
(Red-Green-Blue). Durante o procedimento de titulagdo o método foi aplicado na titulacdo acido-base
do farmaco lansoprazol com o acido cloridrico. A titulagdo foi realizada por DIB e por potenciometria.
Na metodologia DIB para cada volume do titulante adicionado uma imagem era capturada e manipulada
para obtencéo dos valores da norma (N=VR2+G2+B2). O volume gasto de titulante para atingir o ponto
de equivaléncia, foi obtido a partir da segunda derivada da curva de titulacdo. Os resultados obtidos
das amostras ndo apresentaram nenhuma diferenca estatistica significativa no nivel de confianca de
95 % que foi verificada ap6s aplicar o teste t emparelhado (tcalculado = 0,439 e tcritico = 2,353). Os
desvios padrédo relativos utilizando a metodologia DIB, com excecdo da amostra C, ficaram abaixo de
1,0 %.

Palavras-chave: Titulagdo baseada em imagens digitais, potenciometria, lansoprazol, capsulas.

Abstract:

In this work, it is proposed to determine the content of lansoprazole, a selective inhibitor of gastric
H+/K+-ATPase, using titration based on digital image (Digital Image-Based Titration). The DIB system
uses a webcam to acquire digital images based on the RGB (Red-Green-Blue) color system. During the
titration procedure, the method was applied to the acid-base titration of the drug lansoprazole with
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hydrochloric acid. Titration was performed by DIB and potentiometry. In the DIB methodology, for each
volume of titrant added, an image was captured and manipulated to obtain the norm values
(N=VR2+G2+B2). The volume of titrant used to reach the equivalence point was obtained from the
second derivative of the titration curve. The results obtained from the samples did not show any
significant statistical difference at the 95% confidence level, which was verified after applying the paired
t-test (tcalculated = 0.439 and tcritical = 2.353). The relative standard deviations using the DIB
methodology, with the exception of sample C, were below 1.0%.

Keywords: Titration based on digital images, potentiometry, lansoprazole, capsules.

1. INTRODUCAO

Desde a sua introducdo no mercado ha quase duas décadas, os inibidores da bomba
de prétons (IBP) revolucionaram o tratamento da doenca de refluxo gastroesofagico
(FASS et al., 2005). Os inibidores da bomba de protons (IBP) sdo uma das classes de
medicamentos mais prescritas no mundo, pois estes combinam um alto nivel de
eficicia juntamente com uma baixa toxicidade (FORGACS; LOGANAYAGAM, 2008).
Estes agentes inibem seletivamente e irreversivelmente a bomba de prétons (H*/K*-
ATPase) através de ligacao covalente por pontes dissulfetos (SACHS et al., 1995). Os
medicamentos desta classe incluem o omeprazol, lansoprazol, pantoprazol,
rabeprazol e esomeprazol (STEDMAN; BARCLAY, 2004).

Devido a alta incidéncia de disturbios gastroduodenais e os farmacos inibidores da
bomba de prétons serem 0s mais prescritos e usados muitas vezes empiricamente
(prescritos ou automedicacdo) relacionado ao seu baixo custo de aquisicdo é
necessario uma avaliacdo fisico-quimica as quais sdo fundamentais para a
monitoracao e identificacdo de possiveis alteracdes para a verificacdo dos dados da
rotulagem estéo de acordo com as legislacdes vigentes (WYSZOMIRSKA et al., 2009;
SOHAILY; DUGGAN, 2008).

Para a determinacédo de lansoprazol diferentes métodos analiticos sao reportados na
literatura tais como: métodos cromatografico, potenciométrico e espectrofotométrico
usualmente, estas técnicas utilizam equipamentos de custo relativamente alto, suas
andlises sdo demoradas e consomem quantidades elevadas de reagentes (SCHMIDT
JR; MELCHERT, 2011; BOSCH et al., 2007; MOUSTAFA, 2000).

Os métodos oficiais para doseamento sugerido pela Farmacopeia Europeia (2012)
sdo titulacbes acido-base, em que um titulante reage com um analito, com
determinacao do ponto final potenciométricamente e a cromatografia em fase liquida
de alta eficiéncia. A titulagdo envolve a observacgéo visual da mudanca de coloragéo
da solucdo usando um indicador para detecgédo do ponto final (CARDWELL et al.,
1991).

A titulac@o potenciométrica, segundo Wang (2006), é uma técnica eletroanalitica que
fornece informacdes sobre a composicao de uma amostra. Nela a informacao analitica
€ dada pelo potencial que se desenvolve entre dois eletrodos. Um destes eletrodos é
o de referéncia e o outro € chamado de indicador, sendo ambos imersos em solucéo
do analito. As titulagbes potenciométricas apresentam algumas desvantagens tais
como: (i) requerem equipamento especial; (ii) sdo de execucdo mais demorada do que
as titulagbes convencionais baseadas no uso de indicadores; (iii) so invasivas, pois
necessitam que o sensor esteja em contato com a amostra a ser analisada, e assim a
relacdo entre o volume de amostra e as dimensBes dos sensores € um fator
determinante para a qualidade dos resultados; e (iv) fragilidade dos eletrodos
(OHLWEILER, 1981; COSTA et al., 2015).
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Uma alternativa que pode minimizar estes inconvenientes € a utilizacdo de
metodologia baseada em imagens digitais. Métodos baseados em imagens digitais
vém sendo utilizados como uma alternativa satisfatoria para determinacdes
quantitativas em quimica analitica (GAIAO et al., 2006). Esta metodologia emprega o
sistema de cor RGB (do inglés: Red-Green-Blue) onde os valores individuais das
cores primarias variam de 0 a 255 (8 bits) (LIMA et al., 2012). Essas imagens podem
ser capturadas a partir de scanner, webcam e cameras digitais com sensores
baseados em CCDs (do inglés: Charge-Coupled Devices) ou em CMOS (do inglés:
Complementary Metal-Oxide Semiconductor) (BYRNE et al., 2000).

Neste trabalho, foi proposta uma metodologia baseada em imagens digitais para a
determinacao de lansoprazol por intermédio de titulacdo acido-base.Utilizou- se uma
webcam para a obtencg&o das imagens digitais como descrito por Gaido et al. (2006).

2. METODOLOGIA

2.1 Reagentes, solucdes e amostras

Para determinacdo de lansoprazol foram preparadas as seguintes solucdes:
tetraborato de sodio (Na2B4+O7.10H20) 0,050 mol/L; &cido cloridrico (HCI) 0,1 mol/L;
vermelho de metila 0,2% e azul de bromofenol 0,4 %.

Primeiramente preparou-se 500 mL de HCI 0,1 mol/L. E posteriormente preparou-se
250 mL da solucéo de tetraborato de sodio 0,050 mol/L e a solucdo indicadora de
vermelho de metila 0,2%. O tetraborato de sédio 0,050 mol/L foi utilizado apenas para
a padronizacao da solucédo estoque de HCI 0,1 mol/L através da titulacéo utilizando o
vermelho de metila como indicador utilizando metodologia convencional. Este
procedimento foi realizado em triplicata e todas as solu¢gdes foram preparadas a partir
de reagentes P.A com agua recém-destilada.

2.2 Equipamentos

O diagrama esquemaético do sistema montado para a aquisicdo das imagens digitais
esta representado na Figura 1.

Uma WebCam modelo Multilaser marca iMicro modelo IMC 3299 foi posicionada em
frente ao béquer com volume interno de 100 mL contendo 50 mL da amostra com
mistura de agua e etanol (1:4) e de um agitador magnético modelo Color Squid que
atuava impulsionando uma barra de agitacdo no interior do béquer foram utilizados
para aquisi¢do das imagens digitais.

As solucgdes coloridas foram iluminadas somente pela luz produzida da WebCam.

Figura 1: Sistema desenvolvido

Fonte: Os autores.,(2024)
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A fim de evitar interferéncias da luz ambiente, a WebCam e o béquer contendo as
amostras foram colocados em uma caixa de madeira com aproximadamente 53 x 28
x 30 cm. Para proporcionar uma iluminacéo uniforme e para reduzir o brilho e reflexdo
especular das paredes internas da caixa estas paredes foram cobertas com uma
camada de papel branco.

A WebCam foi conectada a porta USB de um microcomputador com processador Intel
Duo Core (2,4 GHz, 2 MB L2 cache e 2 Gb de memdria) e configurado para capturar
imagens digitais com resolucéo espacial de 320 pixels x 240 pixels. As imagens foram
capturadas e armazenadas como arquivos "jpg" usando o software fornecido pelo
fabricante da WebCam. Para as medidas por potenciometria o sistema era composto
de um pHmetro marca Hanna Instruments modelo HI 2221; um um agitador magnético
e um recipiente para a amostra conforme visto na figura 2.

Figura 2: Sistema para potenciometria

Fonte: Os autores.,(2024)

2.3 Abertura das capsulas

Foram analisadas cinco amostras de lansoprazol em cépsulas contendo 30 mg de
farmaco. Estas amostras foram nomeadas de A, B, C, D e E. Antes de iniciar as
titulacbes, as microcapsulas foram removidas de seu encapsulamento manualmente.
2.4 Doseamento

2.4.1 Método de referéncia

Pesou-se, aproximadamente, cerca de 0,300 g dos granulos retirados das capsulas e
dissolveu-se em 50 mL da mistura de 4gua e etanol (1:4). Adicionou-se trés gotas do
indicador azul de bromofenol 0,4%.

Titulou-se com acido cloridrico 0,1 mol/L adicionando-se progressivamente 0,100 mL
do titulante com auxilio de uma micropipeta de 200 pyL automatica até a mudanca da
coloragéo.

Uma leitura era feita a cada volume de titulante adicionado e os dados armazenados
em uma planilha,segundo metodologia modificada da Farmacopeia Europeia
(EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2012). Determinou-se o ponto final
potenciométricamente. A titulacdo foi realizada em triplicata para cada amostra
apenas uma capsula foi analisada por vez.




Revista Multidisciplinar do Nordeste Mineiro, v.05,2024
ISSN 2178-6925

2.4.2 Procedimento para titulacdo por imagens digitais

Pesou-se, aproximadamente, cerca de 0,300 g dos granulos retirados das capsulas e
dissolveu-se em 50 mL da mistura de agua e etanol (1:4). Adicionou-se trés gotas do
indicador azul de bromofenol 0,4%.

Titulou-se com &cido cloridrico 0,1 mol/L adicionando-se progressivamente 0,100 mL
do titulante com auxilio de uma micropipeta de 200 pyL automatica até a mudanca da
coloracdo. Para as medidas por imagens digitais, uma imagem era capturada para
cada volume de titulante adicionado e armazenadas no microcomputador (GAIAO et
al., 2006). Determinou-se o ponto final através da titulagdo DIB.

2.3 Programa computacional

As imagens digitais obtidas durante a titulacdo DIB do lansoprazol foram tratadas com
a utilizacdo do software ImageJ que é um programa escrito em Java de
processamento de imagem de dominio publico. Este software esta disponivel no site
www.imagej.net para download gratuitamente para sistemas operacionais Windows,
Mac OS e Linux.

Este software pode exibir, editar, analisar, processar, salvar e imprimir imagens de 8,
16 e 32 bits. Através deste software pode-se ler varios formatos de imagem, incluindo
TIFF, GIF, JPEG e BMP. Ele pode calcular estatisticas de valor de pixel de selecdes
pré-definidas pelo usuario. Pode medir distancias e angulos e criar histogramas de
densidade e gréaficos de perfis de linha. Ele suporta fungcdes de processamento de
imagem padrao, tais como: manipulacdo de contraste, nitidez, detec¢do de bordas e
filtragem mediana.

2.4 Tratamento dos dados

O processamento das imagens digitais utilizando o ImageJ € realizado da seguinte
forma: primeiramente abre-se o arquivo da imagem desejada e selecionar a regido
mais homogénea dessa imagem (Figura 3), as coordenadas da regido selecionada
séo utilizadas para determinar as componentes RGB (Figura 4).

A figura 4a representa a cor da solucdo inicial, ou seja, quando nenhum volume da
solugéo de HCI 0,1 mol L-1 era adicionado; e a figura 4b representa a cor da solugéo
guando uma quantidade suficiente de HCI 0,1 mol L-1 era adicionado até atingir o
ponto final de titulagdo do farmaco (Figura 4c).

Figura 3: Interface do software ImageJ mostrando a area selecionada para obtencéo de valores
RGB no (a) branco e no (b) ponto de viragem (c) final da titulagao
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Fonte: Os autores., (2024)
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Figura 4: Valores médios de RGB de A até C
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2.5 Determinacéao do teor de lansoprazol por imagens digitais

Para obtencdo do parametro analitico, volume de HCI no ponto final da titulagédo,
construiu-se uma curva dos valores da norma versus o volume de HCI adicionado
durante a titulagéo (N x VHCI). Construiu-se a curva da segunda derivada da curva N
x VHCI e tomou-se o volume de HCI para o valor zero dessa derivada (d2N / dV2).
Os graficos das curvas sdo apresentados no topico de resultados.

O teor de lansoprazol (C16H14F3N302S) nas amostras foi determinado
considerando-se o volume gasto de HCI no ponto final da titulacdo e a estequiometria
da reacdo. A determinacdo foi realizada em triplicata e a equacéo utilizada para
calcular o teor de lansoprazol a partir do volume gasto de HCI no ponto final da
titulacdo foi a seguinte: m = MM g/mol X [HCI] mol/L x VHCI.

2.6 Determinacdao do teor de lansoprazol por potenciometria

Para obtencdo do parametro analitico, volume de HCI no ponto final da titulacéo,
construiu-se uma curva dos valores de pH versus o volume de HCI adicionado durante
a titulacdo (pH x VHCI). Construiu-se a curva da segunda derivada da curva pH x VHCI
e tomou-se o volume de HCI para o valor zero dessa derivada (dpH2 / d2V).

O teor de lansoprazol (C16H14F3N302S) nas amostras foi determinado
considerando-se o volume gasto de HCI no ponto final da titulacéo e a estequiometria
da reacgéo. A determinacao foi realizada em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método por titulacdo acido-base, desenvolvido para determinacédo do lansoprazol
em formulacdo farmacéutica, foi adaptado da monografia da Farmacopeia Europeia
(European Pharmacopeia, 2012). O método baseia-se na reacéo do lansoprazol com
o acido cloridrico, formando o acido sulfénico e sulfenamida.

A tabela com os resultados obtidos a partir da titulacdo potenciométrica e os valores
da norma das imagens digitais obtidas durante a titulacdo foram organizados de
acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados obtidos dos valores RGB a partir das imagens digitais

v?:l__.;cl R G B Norma
0.1 0 94 158 0.21
0.3 1 102 147 22,69
0.5 25 120 134 51.12
0.7 100 152 121 126.78
0.9 201 203 131 234.40
1.1 215 205 134 247 .08
1.3 213 208 131 24718
1.5 218 210 129 252,74
1.7 217 206 122 251,02
1.9 224 201 117 255,60
2.1 224 201 117 255,60

Fonte: Os autores.,(2024)

A titulacdo consiste em acompanhar varios estagios e determinar o ponto final da
titulacdo através dos valores fornecidos das componentes RGB. A determinacéo do
ponto final foi realizada através da curva de titulagdo que em geral é uma curva
sigméide como apresentado na figura 5.

Figura 5: Determinacédo do ponto final
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O segmento central € onde se localiza o ponto final de titulagdo, sendo o ponto final
da titulacdo obtido a partir do ponto de inflexdo da curva. Para determinar com
exatiddo o ponto final é necessario realizar um tratamento matematico.
O teor do farmaco em cada capsula das amostras A, B, C, D e E foram calculados a
partir dos volumes gastos de acido cloridrico durante as titulagdes, considerando a
estequiometria da reacéo . A tabela 2 mostra os resultados obtidos para amostras A,
B, C, D e E empregando os métodos DIB e potenciométrico, respectivamente.
Como pode ser visto na Tabela 3, os resultados obtidos nas analises das amostras de
lansoprazol utilizando titulacdo baseada na metodologia DIB mostram-se proximos
daqueles obtidos usando a titulacdo potenciométrica. Nas analises realizadas nao
foram vistas nenhuma diferenca estatistica significativa no intervalo de confianca de
95 % foi verificada apés aplicar o teste t emparelhado (tcalculado = 0,439 e tcritico =
2,353).

Tabela 2: Determinacéo do lansoprazol por DIB e Potenciometria

Imagem Digital Potenciometria
Amostra — —
Xpig £ DPyp DPRpg Xpot £ DPpt DPRpgt
A 26,80 £ 0,17 0,65 31,63+0,35 1,11
B 26,80 £ 0,17 0,65 23,20+ 0,17 0,75
C 2717 10,74 2,71 30,80 + 0,56 1,81
D 26,60 + 0,00 0,00 23,23 +0,21 0,90
E 27,40 + 0,56 2,03 34,70 £ 2,08 5,99

Fonte:Os autores.,(2024)

Os desvios padrao relativos utilizando a metodologia DIB, com excecdo da amostra
C, ficaram abaixo de 1,0 %. O mesmo ocorreu com aqueles cuja titulacdo foi
acompanhada pela medida do pH.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi proposta uma nova metodologia para determinagdo do teor de
lansoprazol em capsulas. Ao comparar os resultados obtidos com a titulacéo realizada
por DIB com aqueles obtidos por titulacdo potenciométrica e analisando os resultados
do ponto de vista estatistico aplicando o teste t emparelhado, observa-se nenhuma
diferenca significativa para o intervalo de confianca de 95 %, entre os resultados
obtidos pelas duas metodologias.

No estudo realizado observou-se que o0s desvios padrdo relativos utilizando a
metodologia DIB, com exce¢ao da amostra C, ficaram abaixo de 1,0 %, apresentando
0 mesmo nivel de precisdo dos resultados obtidos por titulagdo potenciométrica.
Diante dos resultados apresentados, seja por titulagdo DIB, seja por titulagdo
potenciométrica, conclui-se a titulacao utilizacdo imagens digitais apresentou-se com
uma boa alternativa aos métodos existentes na literatura para determinacdo do teor
de lansoprazol.

Para demonstrar ainda mais a viabilidade da metodologia DIB na determinacdo do
teor de lansoprazol pretende-se: a) Aplicar a metodologia a outros farmacos da classe
do lansoprazol, b) Testar outros parametros para analise de qualidade que possam
usar a técnica desenvolvida
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