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Aos meus pais Osmar e Lisane.
A minha irmd Carine.
Ao meu grande amor Edson.

Aprendendo a viver

“Depois de algum tempo vocé aprende a diferenca, a sutil diferenca entre dar
a mdo e acorrentar uma alma. E vocé aprende que amar ndo significa apoiar-se, e que
companhia nem sempre significa seguranca. E comeca a aprender que beijos ndo séo
contratos e presentes ndo sdo promessas. E comega a aceitar suas derrotas com a
cabeca erguida e olhos adiante, com a graca de um adulto e ndo com a tristeza de
uma crianca. E aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno
do amanhd é incerto demais para os planos, e o futuro tem o costume de cair em meio
ao vdo. Depois de um tempo vocé aprende que o sol gqueima se ficar exposto por muito
tempo. E aprende que ndo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas
simplesmente ndo se importam... E aceita que ndo importa qudo boa seja uma pessoa,
ela vai feri-lo de vez em quando e vocé precisa perdod-la por isso. Aprende que
falar pode aliviar dores emocionais. Descobre que se levam anos para se construir
confiangca e apenas segundos para destrui-la, e que vocé pode fazer coisas em um
instante, das quais se arrependerd pelo resto da vida. Aprende que verdadeiras
amizades continuam a crescer mesmo a longas distédncias. E o que importa ndo é o que
vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida. E que bons amigos sdo a familia que
nos permitiram escolher. Aprende que ndo temos que mudar de amigos se compreendemos
que os amigos mudam, percebe que seu melhor amigo e vocé podem fazer qualguer
coisa, ou nada, e terem bons momentos juntos.

Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida sd&o tomadas de
vocé muito depressa, por isso sempre devemos deixar as pessoas que amamos com
palavras amorosas, pode ser a Ultima vez que as vejamos. Aprende que as
circunstdncias e os ambientes tém influéncia sobre nds, mas nds somos responsaveis
por nés mesmos. Comeca a aprender que ndo se deve comparar com os outros, mas com O
melhor que pode ser. Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que
quer ser, e que o tempo é curto. Aprende que ndo importa aonde ja& chegou, mas onde
estd indo, mas se vocé ndo sabe para onde estd indo, qualquer lugar serve. Aprende
que, ou vocé controla seus atos ou eles o controlardo, e que ser flexivel néo
significa ser fraco ou ndo ter personalidade, pois ndo importa qudo delicada e
fradgil seja uma situacdo, sempre existem dois lados. Aprende que herdis sdo pessoas
que fizeram o que era necessario fazer, enfrentando as conseqiiéncias. Aprende que
paciéncia requer muita pratica. Descobre que algumas vezes a pessoa que vVOoCcé espera
que o chute quando vocé cai é uma das poucas que o ajudam a levantar-se. Aprende
que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia que se teve e o que vocé
aprendeu com elas do que com quantos aniversdrios vocé celebrou.

Aprende que hd mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha. Aprende que
nunca se deve dizer a uma crianca que sonhos sdo bobagens. Poucas coilsas sdo téo
humilhantes e seria uma tragédia se ela acreditasse nisso. Aprende que quando esté
com raiva tem o direito de estar com raiva, mas isso ndo te did o direito de ser
cruel. Descobre que sé porque alguém ndo o ama do jeito que vocé quer que ame, nao
significa que esse alguém ndo o ama com tudo o que pode, pois existem pessoas que
nos amam, mas simplesmente ndo sabem como demonstrar ou viver isso. Aprende gue nem
sempre é suficiente ser perdoado por alguém, algumas vezes vocé tem que aprender a
perdoar-se a si mesmo. Aprende que com a mesma severidade com que Jjulga vocé seréa
em algum momento condenado. Aprende que ndo importa em quantos pedacos seu coracgéo
foi partido, o mundo nd&o para para que vocé o conserte. Aprende que O tempo nédo é
algo que possa voltar para tras. Portanto, plante seu jardim e decore sua alma, ao
invés de esperar que alguém lhe traga flores. E vocé aprende que realmente pode
suportar... Que realmente é forte, e que pode ir muito mais longe depois de pensar
que ndo se pode mais. Aprende que nossas duvidas sdo traidoras e nos fazem perder o
bem que poderiamos conquistar se n&o fosse o medo de tentar. E que realmente a vida
tem valor e que VOCE tem valor diante da vida!”

William Shakespeare
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RESUMO

Os farmacos acido clavulanico (AC) e amoxicilina (AMO) sao utilizados em
associagdo e sao comercializados no Brasil como agentes antibidticos. A
determinacdo simultdnea destes farmacos ¢é, normalmente, realizada por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid
chromatography). O presente estudo teve por objetivo a determinagado simultanea de
AC e AMO utilizando técnicas de espectroscopia de reflexdao no infravermelho médio
(FTIR/ATR e DRIFTS) combinadas com métodos de analise multivariada. Utilizaram-
se 19 amostras comerciais e 17 amostras sintéticas (28 amostras para o conjunto de
calibragdo e 8 amostras para o conjunto previsdo). Obtiveram-se modelos de
calibragao por minimos quadrados parciais (PLS) e selecado de variaveis através dos
algoritmos por minimos quadrados parciais por intervalo (iPLS), por sinergismo
(siPLS) e por exclusdo (biPLS). Os melhores modelos foram obtidos através da
utilizacdo do pré-processamento centrado na média e do tratamento de corre¢cao do
espalhamento de luz (MSC). Utilizando os dados obtidos por FTIR/ATR o modelo
que apresentou melhor capacidade preditiva foi aquele que utilizou o algoritmo
biPLS, fornecendo um erro padrdo de predicéo relativo (RSEP) de 3,58% (raiz
quadrada do erro médio de previsdo - RMSEP = 6,17 mg g™') para AC e RSEP de
5,12% (RMSEP = 33,58 mg g') para AMO. Quando utilizados os dados obtidos por
DRIFTS, os melhores modelos foram os que utilizaram o algoritmo siPLS,
produzindo RSEP de 4,98% (RMSEP = 8,44 mg g™') para AC e RSEP de 4,75%
(RMSEP = 23,31 mg g"') para AMO. Os resultados de ambas as metodologias
propostas foram comparados com os valores obtidos pela metodologia de referéncia
por HPLC, nao se verificando diferenga significativa entre seus valores. Desta forma,
os resultados mostraram que as técnicas de FTIR/ATR e DRIFTS associadas aos
métodos de regressao multivariados permitiram a obtengdo de modelos apropriados

para a determinacgao simultdnea de AC e AMO em formulagdes farmacéuticas.
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ABSTRACT

Clavulanic acid (AC) and amoxicillin (AMO) drugs are used in association and they
are commercialized in Brazil as antibiotic agent. The simultaneous determination of
these drugs is, usually, carried out by high performance liquid chromatography
(HPLC). In the present study a methodology for simultaneous determination of AC
and AMO was developed using Fourier transform mid infrared technique coupled
with attenuated total reflectance (FTIR/ATR) and diffuse reflectance (DRIFTS).
Nineteen commercial samples and 17 synthetic samples (28 samples for calibration
set and 8 samples for prevision set) were used. Calibration models were developed
using partial least squares (PLS) and interval partial least squares (iPLS), synergy
partial least squares (siPLS) and backward interval partial least squares (biPLS)
were used as variable selection methods. Multiplicative scatter correction (MSC) and
the data centered in the media produced the best models. A relative standard error of
prediction (RSEP) of 3.58% (root mean square error of prediction — RMSEP = 6.17
mg g”') for AC and RSEP of 5.12% (RMSEP = 33.58 mg g') for AMO was obtained
after interval selection using biPLS algorithm for FTIR/ATR. For DRIFTS 4.98%
(RMSEP = 8.44 mg g"') and 4.75% (RMSEP = 23.31 mg g"') RSEP values were
obtained for AC and AMO, respectively, after selection of better intervals by siPLS.
Results obtained by the proposed methodology were compared with those using the
methodology by HPLC and no significant differences were obtained. Therefore,
results using FTIR/ATR and DRIFTS techniques combined to multivariate analysis
methods were suitable for the simultaneous determination of AC and AMO in

commercial pharmaceuticals products.



1. INTRODUGAO

Diante do crescente numero de industrias farmacéuticas, do aumento da
demanda e das denuncias de falsificacdo de medicamentos, torna-se necessario
atestar a qualidade dos mesmos. A qualidade dos produtos farmacéuticos é de
suma importancia, ndo apenas para aperfeicoar e avaliar os processos de producao,
mas principalmente para assegurar os padroes de qualidade que garantem a
eficacia e a seguranga dos medicamentos a populagdo. Desta forma, a
disponibilidade de metodologias analiticas confiaveis e, se possiveis rapidas e de
menor custo, sdo extremamente importantes. Para tanto, 6rgdos oficiais como
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Farmacopéias (de diferentes
paises) e o Food and Drug Administration (FDA - USA) determinam e orientam
parametros a serem adotados pelas industrias farmacéuticas, principalmente,
aqueles relacionados aos métodos de andlise necessarios para o controle de
qualidade das diferentes formulagbes, tanto para determinagcdo de uma unica
substancia ativa como para as respectivas associagdes.

A associagado de dois ou mais farmacos em uma unica formulagdo é um
recurso terapéutico muito comum. Este tipo de terapia tem, dentre alguns dos
objetivos, facilitar a adesdo do paciente ao tratamento, uma vez que diminui o
numero de formas farmacéuticas administradas, além da possibilidade de
potencializar a agdo de um dos farmacos.®” Por exemplo, a associacdo dos farmacos
acido clavulanico (AC) e amoxicilina (AMO) tem por objetivo a protecédo da acéo
farmacolégica da amoxicilina frente a degradacdo promovida pelas enzimas [3-
lactamases produzidas por certas bactérias, sendo que estes farmacos associados
sdo comercializados rotineiramente no Brasil.

Segundo diversas farmacopéias'’ %1%

a determinacdo simultanea destes
farmacos deve ser realizada por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC, do

inglés high performance liquid chromatography), sendo este o procedimento adotado

87 Rang, H. P.; Dale, M. M.; Ritter, J. M.; Farmacologia. 42 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan (2001).
7 British Pharmacopoeia Commission (Org.). British Pharmacopoeia 2001. London (2001).

%6 European Pharmacopoeia 2002. 4. ed Strasbourg (2001).

106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
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pelas industrias farmacéuticas. Porém, muitas vezes esta técnica ndo atende as
necessidades das industrias farmacéuticas e produz quantidades significativas de
residuos téxicos.

Assim, tem se buscado técnicas alternativas para o controle de qualidade de
farmacos e medicamentos, que oferecam maior rapidez na analise, minimo preparo
da amostra, baixo consumo de solventes e menor geragdo de residuos. Sob este
aspecto espectroscopia no infravermelho tem se tornado uma alternativa viavel, pois
apresenta as vantagens acima descritas, principalmente quando associada as
técnicas de reflexao, tais como reflexado difusa (DRIFTS, do inglés diffuse reflectance
Fourier transform spectroscopy) e reflexdo total atenuada (FTIR/ATR, do inglés
Fourier transform infrared — attenuated total reflectance).>%

Diversas etapas do controle de qualidade de medicamentos podem ser
supervisionadas empregando esta técnica, como a etapa de uniformidade de mistura

e contelido, espessura do revestimento de comprimidos,?°®1°’

identificacdo e
quantificacdo de substancias ativas em medicamentos,®*'% deteccdo de estados
polimérficos,*® entre outras.

A combinacdo da espectroscopia no infravermelho com as ferramentas de
analise multivariada permite melhorar a qualidade dos resultados obtidos para
misturas complexas tendo em vista a ocorréncia de informagdes espectrais com
sobreposicdo de sinais e o grande nimero de variaveis.®® O método de regressao
por Minimos Quadrados Parciais (PLS, do inglés partial least squares) € uma
ferramenta de analise multivariada que tem a capacidade de relacionar os sinais
obtidos com o analito de interesse utilizando toda a faixa espectral. E possivel que
estas informagdes sejam otimizadas utilizando os métodos de selegédo de variaveis,
onde o conjunto de dados é dividido em intervalos equidistantes. Os intervalos
podem ser analisados individualmente (subconjuntos de numero de ondas) sendo,
assim, possivel identificar aquelas regides que apresentam informacdes relevantes

relacionadas com as amostras em estudo e descartar aquelas regides nao

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.

6 Silverstein, R. M.; Webster, F. X.; Kiemle, D. J., Identificagdo Espectrofotométrica de Compostos Orgénicos, Rio de Janeiro
2006) 490 p.

Blanco, M.; Alcala M., Anal. Chim. Acta 557 (2006) 353-359.
% Moes, J. J. et al., Int. J. Pharm. 357 (2008) 108-118.
1T Sulub, Y. et al., Anal. Chim. Acta 611 (2008) 143-150.
2\, G.; Tocarra, G.; Jing, W.; Wen, Z., Vib. Spectrosc. 50 (2009) 152-159.
199\ redenbregt, M.J. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 840-849.
“8 Gilpin, R. K.; Zhou, W.; Vib. Spectrosc. 37 (2005) 53-59.
8 Roggo, Y. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.
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pertinentes, através a avaliacdo dos valores de erro obtidos por cada intervalo.”

Estes intervalos podem ser combinados ”"

ou, ainda, excluidos a partir da avaliagcéo
daqueles intervalos ndo significantes e, geralmente proporcionam menores erros de
previsdo. ©'

Na literatura sdao encontrados poucos trabalhos que utilizam FTIR/ATR e

ferramentas de andlise multivariada para andlise de farmacos e medicamentos.'%

sendo a espectroscopia no infravermelho por DRIFTS a mais difundida'22:°°5899
Cabe ressaltar que, até o presente, apesar das possiveis vantagens da utilizagdo da
espectroscopia no infravermelho por reflexao total atenuada e difusa associados a
métodos multivariados, ndo foram encontrados na literatura trabalhos utilizando
como foco a determinagao simultdnea dos farmacos acido clavulanico e amoxicilina.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de
métodos analiticos alternativos para a determinagao simultadnea dos farmacos AC e
AMO em amostras de formulagbdes farmacéuticas comerciais e sintéticas, através da
utilizacdo de espectroscopia no infravermelho médio com técnicas de reflexdo
(FTIR/ATR e DRIFTS) associadas a métodos de regressdo multivariados. Foram
utilizados trés métodos de selecido de variaveis, o método dos minimos quadrados
parciais por intervalo (iPLS, do inglés interval partial least squares), o método dos
minimos quadrados parciais por sinergismo de intervalos (siPLS, do inglés
synergical interval partial least squares”) e o método dos minimos quadrados
parciais por exclusdo (biPLS, do inglés backward interval partial least squares). Por
fim os valores obtidos pelas metodologias propostas foram comparados com

aqueles obtidos pela metodologia oficial (HPLC).

"3 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.

" Munck, L. et al., Anal. Chim. Acta 446 (2001) 171-186.

61 | eardi, R.; Norgaard, L., J. Chemom. 18 (2004) 486-497.

3 Boyer, C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 433-437.

94 Silva, F. E. B. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 49 (2009) 800-805.

"2 Borer, M. W. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 17 (1998) 641-650.

22 Chalus, P.; Roggo, Y.; Walter, S.; Uimschneider, M., Talanta 66 (5) (2005) 1294-1302.
*5\to, M. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 47 (2008) 819-827.

%8 \ojima, T. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 46 (2008) 788-791.

% Souza, J. S.; Ferrdo, M. F., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 42 (2006) 437-445.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Antibiéticos

Os antibidticos sao substancias produzidas por diversas espécies de
microorganismos (bactérias, fungos) com a capacidade de inibir a reproducédo ou
destruir outros microorganismos. Eles podem ser classificados de acordo com
diversos critérios como estrutura quimica, mecanismo de acgao, tipos de
microorganismos-alvo, espectro de atividade, tipo de agao, fontes de origem, entre
outros. Para que um antibiético seja eficaz, ele precisa atingir o alvo e ligar-se a
ele.®’ Porém, muitas vezes isso pode n&o ocorrer, devido a resisténcia bacteriana.
As bactérias podem tornar-se resistentes devido a varios fatores, como por exemplo,
0 uso abusivo e errbneo destes antibiéticos.

Os B-lactdmicos sao antibioticos uteis e amplamente prescritos e agem
inibindo a sintese da parede bacteriana formada por peptidioglicanos.51 Dentre o
grupo de antibidticos B-lactdmicos fazem parte a AMO e o AC que sao farmacos
objetos deste estudo.

O AMO, segundo Silva®® é classificado como penicilina de amplo espectro e
pertence a classe das aminopenicilinas. O AMO apresenta a seguinte férmula

estrutural (Figura 1):

Figura 1. Férmula estrutural do farmaco amoxicilina triidratada. Adaptagao da ref. 106."%

>t Harman, J. G.; Limbird, L. E.; Gilman, A. G. (Ed.). As Bases Farmacolégicas da Terapéutica , Rio de Janeiro (1996) 1647 p.
% Silva, P.; Farmacologia, 62 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan (2002) 1374 p.
106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
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Muitas penicilinas, dentre elas o AMO, sao inativadas pelas enzimas -
lactamases. Estas enzimas hidrolisam o anel B-lactdmico, conforme Figura 2,
resultando em derivados de acido peniciloico. Assim, as B-lactamases destroem a
atividade terapéutica antimicrobiana porque os derivados do acido peniciloico, assim

obtidos, sdo inativos.* ?’

H
= COH COH
/§< CHs CH;

B-lactamase

(RN S CH3 - CH3

H

HO
Amoxicilina Acido penicildico

Figura 2. Reacao de hidrdlise do farmaco AMO pela enzima B-lactamases. Adaptacao da ref. 277

O AC também é um derivado [(-lactdmico e foi descoberto em 1976 pelo
laboratério inglés Beecham.® E um composto produzido a partir da bactéria
Streptomyces clavuligerus e que apresenta fraca atividade antimicrobiana, mas que
possui grande capacidade inibitoria de muitas [(-lactamases bacterianas.®* Este

farmaco é comercializado na forma de clavulanato de potassio conforme Figura 3.

\w

o} ~—OH

Figura 3. Formula estrutural do farmaco clavulanato de potassio. Adaptagao da ref. 106.'%

4 Bagglley, K. H.; Brown, A. G.; Schofield, C. J., Nat. Prod. Rep., 14 (4) (1997) 309-333.

2 Coleman, K. et al., J. Antimicrobial Chemother. 33 (1994) 1091-1116.

18 Brown A. G. et al., The J. Antibiotics 29 (6) (1976) 668-669.

32 Demain, A. L.; Elander, R. P., Antonie van Leeuwenhoek 75 (1999) 5-19.

106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
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O uso simultdneo de dois ou mais agentes antibiéticos € recomendado em
situacdes especificamente definidas, como infecgdes mistas, para produzir um efeito
farmacoldgico sinérgico ou para evitar o aparecimento de resisténcia bacteriana.*®

Assim, associagbes de AC e AMO sao indicadas para aqueles pacientes que
apresentam infecgdes bacterianas com suspeita que as causas sejam cepas
produtoras de p-lactamases resistentes a amoxicilina.®®> Essa associacdo é

comercializada na forma de comprimidos, suspensoes e pé para solugao injetélvel.103

2.2. Controle de qualidade dos farmacos AC e AMO

Diante do crescente numero de industrias farmacéuticas e do aumento da
demanda e da falsificacdo de medicamentos, torna-se cada vez mais necessario
atestar a qualidade, a eficiéncia e a seguranga dos medicamentos. Assim, a
autenticidade dos produtos farmacéuticos é de suma importancia, ndo apenas para
aperfeicoar e avaliar os processos de producdo mas, principalmente, para assegurar
os padroes de qualidade que garantem a eficacia e a seguranga dos medicamentos
que devem chegar ao paciente.®

Para tanto, érgéos oficiais como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Farmacopéias (de diferentes paises) e o Food and Drug Administration
(FDA) determinam e orientam parametros a serem adotados pelas industrias
farmacéuticas, principalmente, aqueles relacionados aos métodos de analise
necessarios para o controle de qualidade das diferentes formulacdes.

As técnicas classicas de analise sao, ainda, muito utilizadas pela maioria das
industrias no controle de qualidade de farmacos, apesar de serem destrutivas,
morosas e de utilizarem grandes quantidades de solventes e reagentes. Dentre elas,
pode-se destacar a cromatografia a liquido que tem sido amplamente empregada no

controle de qualidade de industrias farmacéuticas.

O método de analise para formulagdes mistas contendo amoxicilina e acido

clavulanico esta descrito na Farmacopéia Norte Americana (USP, do inglés, United

9 Silva, P.; Farmacologia, 62 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan (2002) 1374 p.
32 Demain, A. L.; Elander, R. P., Antonie van Leeuwenhoek 75 (1999) 5-19.

Sweetmenn, S. C.; Martindale, W.; Martindale: the complete drug reference. 33. ed. London: Pharmaceutical Press, 2002.
2483 p.
8 Pinto, T. J. A.; Kaneko, T. M.; Ohara, M. T.; Controle Biolégico de Qualidade de Produtos Farmacéuticos, Correlatos e
Cosmeéticos, 22 ed. Sdo Paulo: Atheneu (2000) 325 p.
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States Pharmacopoeia)'®, na Farmacopéia Britanica (BP, do inglés British

Pharmacopoeia)'” e Farmacopéia Européia (do inglés, European Pharmacopoeia).*®
Todas estas Farmacopéias descrevem o doseamento desta associagao utilizando a
solubilizagdo dos comprimidos em solvente apropriado e sua determinagao por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC).

Recentemente, muitos procedimentos analiticos tém sido propostos para a
determinagcdo de amoxicilina e acido clavulanico em formulagdes farmacéuticas.
Grande parte destas propostas estdo fundamentadas em técnicas instrumentais
utilizando HPLC com diferentes tipos de detectores: detector de massa e detector
eletroquimico.”'®® Ha, ainda, propostas utilizando espectroscopia derivativa'’ e
métodos colorimétricos.”®

Estes métodos analiticos classicos apesar de serem muito utilizados pela
maioria das industrias farmacéuticas no controle de qualidade de farmacos e
medicamentos apresentam algumas limitagdes, pois necessitam de prévio preparo
das amostras e dos padrées, sdao meétodos morosos e que utilizam grande
quantidade de solventes e reagentes.

Deste modo, a necessidade de métodos alternativos para controle de
qualidade de farmacos e medicamentos, o controle de processos, determinagbes em
menor tempo e redugdo no consumo de reagentes fazem da espectroscopia no
infravermelho uma boa alternativa. A vantagem da espectroscopia no infravermelho
tem sido reconhecida, principalmente, apds iniciativa do FDA de incentivar as
industrias farmacéuticas a promover mudangas no monitoramento de processos. A
analise durante o processo permite reduzir as causas de variabilidade na linha de
producado e aumentar a qualidade, produtividade e competitividade do produto.

6,33,101 e médio13,79,94,112

A espectroscopia no infravermelho préximo permite a

analise de amostras sem um exaustivo preparo da mesma, bem como

106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
v British Pharmacopoeia Commission (Org.). British Pharmacopoeia 2001. London (2001).
%6 European Pharmacopoeia 2002. 4. ed Strasbourg (2001).

! Aghazadeh, A.; Kazemifard, G., J. Pharm. Biomed. Anal. 25 (2001) 325-329.

195 1s0u, T. L. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 15 (1997) 1197-1205.

1 Bobrowska-Grzesik, E., Mikrochim. Acta 136 (2001) 31-34.

8 Pajchel, G.; Borowiecka, B.; Chojnowski, W., Acta Poloniae Pharm. 49 (1992) 17-21.

® Blanco M.; Alcala M.; Bautista M., Eur. J. Pharm. Sci. 3 (2008) 409-414.

* Dou, Y. et al., Eur.J. Pharm. Sci. 37 (2007) 193-199.

1T Sulub, Y. et al., Anal. Chim. Acta 611 (2008) 143-150.

'3 Boyer, C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 433-437.

7 Parisotto, G. et al., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 43 (2007) 89-96.

% Silva, F. E. B. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 49 (2009) 800-805.

Y2\\u, Y. W. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 46 (2008) 498-504.
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i oes in-line, ou seja, - [ [
determinacoes in-line, ou seja, o sensor encontra-se em contato direto com a linha
de processo.'™ Esta técnica fornece informacdes importantes tanto qualitativa
quanto quantitativa no que se refere a sistemas complexos (como misturas de
: ibili , ai , Ali u -

farmacos) possibilitando, ainda, a analise de amostras que encontram-se no estado

solido, semi-sadlido e liquido sem a necessidade de solubilizagdo da amostra.

2.3. Espectroscopia na regiao do infravermelho

A radiacdo infravermelha refere-se a faixa do espectro eletromagnético
compreendida entre a regido do visivel e a regido das microondas. Sua faixa
espectral compreende radiacdes no intervalo de aproximadamente 12800 a 10 cm™
e esta dividida em infravermelho préximo, médio e distante, conforme mostrado na
Tabela 1.°

Tabela 1. Limites aproximados para as regiées no infravermelho.

Regido do Numero de onda Comprimento de Freqliéncia
infravermelho (cm™) onda (nm) (Hz)

Préximo (NIR) 12.800 a 4.000 780 a 2.500 3,8x10™a1,2x10™
Médio (MIR) 4.000 a 200 2.500 a 5.000 1,2x 10" a 6,0 x 10"
Distante (FIR) 200 a 10 5.000 a 10.000 6,0x 10 a 3,0 x 10"

Ao contrario das radiagbes nas regides do ultravioleta e do visivel que, ao
incidirem sobre uma molécula causam transicdes eletronicas, a radiacao
infravermelha causa alteracdo nos modos rotacionais e vibracionais das moléculas.
Dessa forma, a espectroscopia no infravermelho esta baseada no fato que, quando
as moléculas absorvem luz de determinada frequéncia, elas sdo excitadas a um
nivel de energia mais alto. Para que uma molécula possa absorver radiagdo com

comprimento de onda no infravermelho, esta precisa apresentar uma variacdo no

10% Trevisan M.; Poppi, R. J., Quim. Nova 29 (2006) 1065-1071.
° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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momento de dipolo como consequéncia do movimento vibracional. Apenas nessas
circunstancias o campo elétrico alternado da radiagdo pode interagir com a molécula
e causar variagdes na amplitude de um de seus movimentos.>®®

O momento de dipolo é determinado pela magnitude da diferenga e pela
distancia entre dois centros de carga. Uma molécula que possui essa variagao do
momento dipolar, ao vibrar, sofre uma variagdo regular do momento dipolar,
produzindo um campo que pode interagir com o campo elétrico associado a radiagao
infravermelha incidente. Quando a frequéncia da radiacido coincide exatamente com
a frequéncia vibracional natural da molécula, ocorre uma transferéncia de energia,
resultando em wuma variagdo da amplitude da vibragdo molecular e,
conseqiientemente, em absorgdo de radiagdo.*®

Os modelos de instrumentos mais antigos utilizados para obtencédo de
espectros no infravermelho, denominados espectrometro dispersivo, tém sido
gradativamente substituidos por espectrémetros no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), sendo este denominado método interferométrico, pois apresenta
como componente 6ptico basico o interferdmetro de Michelson.>%®

O interferbmetro de Michelson consiste, basicamente, de dois espelhos
planos, posicionados perpendicularmente um ao outro, sendo um deles fixo e o outro
movel, conforme mostrado na Figura 5. A radiag&o proveniente da fonte chega a um
divisor de feixes, que transmite 50% desta radiacdo para o espelho mével e 50%
para o espelho fixo. Os dois raios sao refletidos por esses espelhos, retornando ao
divisor de feixes onde se recombinam e sofrem interferéncias construtivas e
destrutivas. Metade da radiagcdo que chega ao separador de feixes é refletida de
volta em diregdo a fonte e a outra metade emerge do separador de feixe em diregéo
a amostra, e em seguida ao detector, sendo denominada de radiagao

transmitida.®°>96:108

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
% Skoog, D. A.; Holler, F. J.; Nieman, T. A.; Principios de Andlise Instrumental, 52 ed. Porto Alegre: Bookman (2002) 836 p.
52 Harris, C. D.; Analise Quimica Quantitativa, Rio de Janeiro (2005) 876 p .
% Silverstein, R. M.; Webster, F. X.; Kiemle, D. J., Identificacdo Espectrofotométrica de Compostos Orgénicos, Rio de Janeiro
g%g06) 490 p.

Voort, V.; Food Res. Int. 25 (1992) 397-403.



Reviséo Bibliografica 10

Espelho mével

........... S SIS S : :
o T = [
: Espelho fixo

- Detector IR £

Célula da

amostra

Figura 4. Esquema ilustrativo do interferdbmetro de Michelson e do espectro resultante da aplicagao

da transformada de Fourier (FT). Adaptacéo da ref. 108.'%

A espectroscopia com interferémetro de Michelson e transformada de Fourier
apresenta varias vantagens. A primeira delas é a eficiéncia de transporte (ou
vantagem de Jaquinot), que é obtida porque os equipamentos com transformada de
Fourier possuem poucos elementos Opticos e nenhuma fenda para atenuar a
radiacdo. Como consequéncia, a poténcia da radiacdo que incide no detector é
muito maior que em equipamentos dispersivos, obtendo-se um ganho na relagao
sinal-ruido.®®

Dentre outras vantagens pode-se destacar o fato em que todos os elementos
da radiagdo atingem o detector simultaneamente. Essa caracteristica possibilita a
obtencdo de espectros em poucos segundos, ao contrario dos equipamentos
dispersivos que levam de 3 a 5 minutos. O aumento na razdo sinal-ruido também é
devido ao fato do espectrémetro com transformada de Fourier utilizar a energia do
espectro inteiro em vez de analisar uma sequéncia de pequenas faixas de onda
geradas pelo sistema de grades e/ou prismas utilizados na espectroscopia
dispersiva. %818
Para obter um espectro no infravermelho utilizando o método interferométrico

realiza-se, primeiramente, o background. Em seguida, a amostra é colocada entre o

198 \/o0rt, V.; Food Res. Int. 25 (1992) 397-403.
9 Skoog, D. A.; Holler, F. J.; Nieman, T. A.; Principios de Analise Instrumental, 52 ed. Porto Alegre: Bookman (2002) 836 p.
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interferémetro e o detector, onde absorvera, preferencialmente, radiacao de alguns
comprimentos de onda. Posteriormente, utiliza-se um procedimento matematico
denominado transformada de Fourier para transformar os interferogramas em
espectros no dominio da freqiiéncia, passiveis de interpretacdo.>

Dentre os métodos mais utilizados para obtengcdo de espectros no
infravermelho destacam-se os métodos de transmiss&o e de reflexdo. Em ambos os
casos existem diferentes acessorios disponiveis, comercialmente, para se obterem
espectros no infravermelho de amostras sdlidas, liquidas e gasosas.

O método mais utilizado para obtengado de espectros no infravermelho é o de
transmissao. Neste método a radiagdo passa atraves da amostra, sendo parte da
radiacdo absorvida e parte transmitida. E um método que pode ser utilizado tanto
para os estudos de amostras sélidas, liquidas e gasosas. A dificuldade na
reprodugao do caminho 6ptico (espessura da pastilha) muitas vezes inviabiliza a sua
utilizagdo para fins quantitativos.’® Ja os métodos de reflexdo sdo muito Uteis para o
estudo de amostras que apresentam dificuldade no seu preparo para posterior
analise por transmissdo, como borracha, alimentos, resinas, farmacos, etc. Os
espectros adquiridos no modo de reflexdo podem ser utilizados tanto para analise
qualitativa quanto quantitativa. Dentre os modos de aquisicdo de espectros
destacam-se os métodos de reflexdo externa ou especular, de reflexdo total
atenuada (ATR, do inglés Attenuated Total Reflection) e de reflexdo difusa
conhecido pela sigla DRIFTS (do inglés Diffuse Reflectance Infrared Fourier
Transform).>1%

Estes métodos estdo sendo cada vez mais utilizados, particularmente, porque
nao envolvem processos morosos de preparo de amostra e sdo Uteis tanto para
analises qualitativas quanto quantitativas. Tendo em vista que o presente trabalho
utilizou para aquisicdo dos espectros os modos de reflexao total atenuada (ATR) e
difusa (DRIFTS), sera dada maior énfase a estas técnicas que utilizaram estes tipos

de acessorios para obtencio de espectros.

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
% Silverstein, R. M.; Webster, F. X.; Kiemle, D. J., Identificagdo Espectrofotométrica de Compostos Orgénicos, Rio de Janeiro
g%806) 490 p.

Stuart B.; Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications, Chichester: John Wiley (2004) 224 p.
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2.3.1. Reflexao Total Atenuada (FTIR/ATR)

A espectroscopia no infravermelho de reflexao total atenuada (FTIR/ATR, do
inglés Fourier Transform Infrared - Attenuated Total Reflectance) conhecida,
também, por espectroscopia de reflexdo total interna, € uma técnica de obtengao de
espectros na regido do infravermelho para amostras que apresentam dificuldade de
manuseio, como solidos que apresentam solubilidade limitada, filmes, pastas, fios,
adesivos e pos. Esta técnica requer pouco ou nenhum preparo para a maioria das
amostras e é uma das mais versateis técnicas de amostragem.”? A FTIR/ATR,
desenvolvida simultanea e independentemente por Harrick®® e Fahrenfort®® é um tipo
de espectroscopia na qual uma amostra € colocada em contato com um meio mais
denso denominado de prisma ou elemento de reflexdo interna (IRE, do inglés,
internal reflection element) que apresenta alto indice de refragéo.

Quando um feixe de radiagcdo passa de um meio mais denso (prisma) para
um menos denso (amostra), ocorre reflexdo® e a fracdo do feixe incidente que é
refletida aumenta com o angulo de incidéncia.®® Na FTIR/ATR a radiacdo
infravermelha interage com um cristal sofrendo uma reflexdo total interna somente
quando o angulo de incidéncia da interface entre a amostra e o cristal € maior que o
angulo critico (para um determinado valor do angulo de incidéncia, denominado
angulo critico, nenhuma radiagao passa pela interface, sendo totalmente refletida). A
radiacdo penetra por determinada distancia no meio menos denso (amostra) antes
de ocorrer a reflexdao completa. Esta penetracdo € chamada de onda evanescente e
tipicamente estd a uma profundidade de alguns micrébmetros. A intensidade da
radiacdo € reduzida (atenuada) pela amostra em regides do espectro do
infravermelho as quais a amostra absorve.*>'%

A Figura 5 ilustra a reflexdo total atenuada através do emprego de um IRE
que deve ser composto de um material com alto indice de refragcdo, para que

somente uma pequena parte do feixe de radiacao incidente seja refletida ao atingir o

92 Settle, F. A.; Handbook of instrumental techniques for analytical chemistry, Upper Saddle River: Prentice Hall, (1997) 995 p.
%3 Hind, A. R;; Bhargava S. K.; McKinnon A.; Adv. Colloid Interface Sci. 93 (2001) 91-114.

%8 Eahrenfort, J., Spectrochim. Acta 17 (1961) 698-709.

%8 Skoog, D. A.; Holler, F. J.; Nieman, T. A.; Principios de Anélise Instrumental, 5% ed. Porto Alegre: Bookman (2002) 836 p.
100 Stuart B.; Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications, Chichester: John Wiley (2004) 224 p.

%9 Ferrdo, M. F.; Tese de doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2000.



Reviséo Bibliografica 13

|-39

cristal.”™ A radiacao infravermelha é focalizada sobre a extremidade do IRE, refletida

através do IRE e entdo direcionada ao detector.>®

n, Amostra

Figura 5. Representagéo da reflexdao em um elemento de reflexao interna (R, = radiagao incidente e

R+ = radiacgao refletida). Adaptagao da ref. 53.%

O fenbmeno de reflexdo interna segue algumas condi¢bes para ser
observado. A radiagdo deve penetrar em um prisma que apresente um alto indice de
refracdo em relacdo ao meio externo, como por exemplo, o cristal de ATR, para
entdo poder ser refletida total e internamente, como pode ser observado na Figura 6

na qual o feixe de radiagao encontra-se no interior do prisma de ATR.

0
0

Elemento Ey0
de ATR

| IExO
Amostra Ez0

Decaimento
n do campo
3 evanescente
Z EIEo

Figura 6. Representacao da propagacéao da radiacdo infravermelha através de um elemento de

reflexao interna. Adaptacéao da ref. 67.%

A profundidade de penetracdo em espectroscopia de reflexao total atenuada é

dependente do comprimento de onda (A), indice de refragédo do cristal n, e do angulo

%3 Hind, A. R;; Bhargava S. K.; McKinnon A.; Adv. Colloid Interface Sci. 93 (2001) 91-114.
67 Mirabella, F. M., Appl. Spectrosc. 21 (1985) 45-178.
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e radiagdo incidente 6.'° Desta forma a profundidade de penetragdo pode ser

calculada pela seguinte Equacéo 1:>

A

n

-1

2mn_|sen” @ —| —-
n,

Onde:

D, = profundidade de penetragdo, usualmente em pm;

A = comprimento de onda, usualmente em um,;

n, = indice de refracdo do elemento de reflexao interno;

nz/ny = razédo entre os indice de refragdo da amostra e do elemento de reflexao
interno;

6 = angulo de incidéncia da radiagao.

De um modo geral, a profundidade de penetracédo esta na faixa de 0,05 A a
0,2 A, e com isso o caminho 6ptico varia de 0,25 a 4 pm, dependendo do
comprimento de onda e do material do IRE.? Assim, qualquer material que estiver em
contato com o cristal de ATR pode absorver a radiagdo incidente atenuando sua
intensidade e, desta forma, originando um espectro no infravermelho. Contudo, a
profundidade de penetracdo € proporcional ao comprimento de onda e, portanto, &
observado um aumento constante na profundidade de penetracdo na amostra com a
varredura do espectro de comprimentos de onda maiores para menores. Dessa
forma, a profundidade de penetragdo varia com o indice de refracdo da amostra e
seu efeito € menos pronunciado quando o indice de refracao do cristal de ATR é
maior.*

Ha uma ampla variedade de materiais que estdo disponiveis para utilizacao

como IRE, conforme Tabela 2. A escolha por este material depende de inUumeros

100 Stuart B.; Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications, Chichester: John Wiley (2004) 224 p.

%3 Hind, A. R;; Bhargava S. K.; McKinnon A.; Adv. Colloid Interface Sci. 93 (2001) 91-114.

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
%9 Ferrao, M. F.; Tese de doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2000
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fatores, tais como, a faixa espectral de interesse, a natureza dos solventes a ser

utilizado, propriedades quimicas e fisicas do cristal e por fim o custo.>

Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas dos materiais do IRE’

indice
Dureza  ponto de _ _ Faixa
de . o Material de limpeza
Composicéo . (kg/mm?) fusao (C°) espectral
reflexao

Diamante 2,4 7.000 3500 Alcool, acetona, 4.500-2.500
agua 1.667-33

Ge 4.0 550 926 Alcool, acetona, 5.000-900

tolueno, agua

Quartzo 1,4 174 1610 Alcool, acetona, 25.000-2.200
agua 250-FIR”

Si 34 1.150 1.420 Alcool, acetona, 9.500-1500
agua 350-FIR”

ZnSe 2.4 135 1520 Alcool, acetona, 20.000-700
agua

ZnS 2,2 178 1830 Alcool, acetona, 14.000-1000
agua

* Adaptacao da ref. 53.

** Infravermelho distante (do inglés, far infrared).

De um modo geral, é dificil assegurar a reprodutibilidade do contato da
amostra sobre o elemento de ATR e esta pode ser afetada por alguns fatores como
variagao da pressao aplicada sobre a amostra e a area de contato. Quando se
deseja obter medidas quantitativas, deve-se colocar toda area do cristal em contato
com a amostra garantindo, assim, uma boa reprodutibilidade. Este efeito é

observado na variagdo da intensidade das bandas com a presséo aplicada. Dessa

53 Hind, A. R.; Bhargava S. K.; McKinnon A.; Adv. Colloid Interface Sci. 93 (2001) 91-114.
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forma, aumentando-se a pressao aplicada, a eficiéncia de contato € aumentada e,

conseqiientemente, as intensidades das bandas, também, aumentam.?"®’

2.3.2. Reflexao Difusa (DRIFTS)

O modo de obtengao de espectros por reflexao difusa vem sendo amplamente
associado tanto aos instrumentos que operam no infravermelho proximo (NIR) como
associado aqueles que trabalham na regido do infravermelho médio (MIR). Esta
técnica vem sendo muito aplicada nos dias atuais devido sua facilidade em se obter
espectros a partir de materiais na forma de pos, solidos e espécies adsorvidas em
Sé|idOS.25’79’85'97

A reflexdo difusa ocorre em superficies nao totalmente planas, podendo o
substrato ser continuo ou fragmentado (na forma de po). Neste processo de reflexdo
o feixe incide na superficie da amostra interagindo com a matriz. Uma parte da
radiacdo é refletida pela sua superficie e uma segunda parte €& parcialmente
absorvida sofrendo multiplos espalhamentos e retornando, posteriormente, a
superficie da mesma conforme mostrado Figura 7. Neste tipo de reflexdo a radiagéo
incidente entra em contato diversas vezes com as particulas da amostra sendo,

conseqiientemente, atenuada.*®'"°

« Carlsson, D. J.; Wiles D. M., Canadian J. Chem. 48 (1970) 2397-2406.
57 Mirabella, F. M., Appl. Spectrosc. 21 (1985) 45-178.

% Ghong, X. M. et al., Vib. Spectrosc. 49 (2009) 196-203.

7 Parisotto, G. et al., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 43 (2007) 89-96.

8 Pollanen, K. et al., Anal. Chim. Acta 544 (2005) 108-117.

o7 Singh, P. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 47 (2008) 248-254.

0 Ferrsio, M. F, Tecno-légica 5 (2001) 63-85.

% wilson, R. H., Trends Anal. Chem. 9 (1990) 127-131.
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Figura 7. Representagdo de reflexdo especular e difusa de uma onda eletromagnética em uma
amostra particulada. Adaptagao de ref. 40.%°

Cabe salientar que a radiacado que retorna de forma difusa de um substrato €,
geralmente, muito inferior em magnitude que a radiagao incidente. Em fungéao disso,
a maior parte dos acessorios de reflexao difusa representam esquemas Opticos que
visam concentrar a radiagao para, posteriormente, a mesma ser focada sobre o
sistema de deteccdo dos instrumentos.?

Diversos parametros afetam o formato da banda, a posigéo, a intensidade em
ambos os espectros de reflexdo difusa (infravermelho proximo e infravermelho
médio). Entre eles destaca-se: geometria o6tica, absorgdo pela matriz, indice de
refragdo, absortividade, empacotamento da amostra, morfologia (tamanho da
particula), concentracdo do analito.*’

O espectro obtido por medidas de reflexdo difusa ndo apresenta relagao
direta entre a intensidade dos picos e a composi¢do, como observado nos espectros
de transmitancia, em que a intensidade das bandas de absorcdo é diretamente
proporcional a concentracdo da amostra. Contudo, os dados obtidos por reflexao
podem ser convertidos em dados que resultem em espectros semelhantes aos

obtidos por transmiss&o, utilizando a equacdo de Kubelka-Munk (Equacgéo 2).>4%%

0 Eerrao, M. F, Tecno-logica 5 (2001) 63-85.

20 Burns, D. A,; Ciurczak, E. W., Handbook of Near-Infrared Analysis. New York (2001) 814 p.

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
80 pasikatan, M. C. et al., J. Near Infrared Spectrosc. 9 (2001) 153-164.
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_k_ (1—R»0)’
S (ROO)—S Y

Onde:

f(Rw)= corresponde ao espectro corrigido

Rwo = reflexdo da amostra para profundidade infinita
k = coeficiente da absor¢gdo da amostra (que € proporcional a concentragao)
s = coeficiente de espalhamento da amostra.

A equacdo de Kubelka-Munk sugere que: a) a radiagdo espalhada é
isotropicamente distribuida; b) as particulas sdo randomicamente distribuidas e de
tamanho inferior a da espessura da camada e c) a camada esta sujeita apenas a
reflexao difusa.®

O coeficiente de espalhamento (s) determina a extensao da interagdo da luz
incidente com a amostra antes da radiacido retornar a superficie e, dessa forma,
controla a profundidade na qual a luz penetra na amostra. Quanto menor o valor de
s, maior & o valor de f(Rx).*

Para o tratamento destas informacbes obtidas pela espectroscopia no
infravermelho, muitas vezes complexas, faz-se necessario a utilizacdo de

ferramentas de analises multivariadas

2.4. Analise multivariada

De um modo geral, a analise multivariada refere-se a todos os métodos
estatisticos que analisam simultaneamente multiplas medidas de cada objeto sob
investigacdo. Qualquer andlise simultdnea de mais de duas varidveis pode ser

considerada analise multivariada ou quimiometria.*

80 pasikatan, M. C. et al., J. Near Infrared Spectrosc. 9 (2001) 153-164.

“0 Ferrso, M. F, Tecno-légica 5 (2001) 63-85.

%0 Hair, J. F.; Anderson, R. E.; Tatham, R. L.; Black, W. C.; Analise Multivariada de dados, 52 ed. Porto Alegre: Bookman (2005)
593 p.
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Uma das caracteristicas mais interessantes dos instrumentos modernos € o
numero das variaveis que podem ser medidas em uma unica amostra. Pode-se
tomar como exemplo a intensidade de absor¢cdo em centenas ou milhares de
comprimentos de ondas que é rotineiramente registrado em um unico espectro. De
posse de tal quantidade de dados, a necessidade de ferramentas novas e mais
sofisticadas para trata-los e extrair informacgdes relevantes, cresceu nos ultimos anos
muito rapidamente, dando origem a quimiometria, que € a area especificamente
destinada a analise de dados quimicos de natureza multivariada.'®*'

Sendo assim, a quimiometria € a ciéncia que utiliza ferramentas matematicas
e estatisticas para definir e selecionar condi¢coes 6timas de medidas e experiéncias,
permitindo obter o maximo de informacdes a partir da analise de dados quimicos."®
Nos ultimos anos a quimiometria vem sendo amplamente empregada para modelar
propriedades fisicas e quimicas de sistemas simples e complexos a partir de dados
espectroscopicos, para amostras que possuem matrizes diversificadas, tais como,
formulagbes farmacéuticas, produtos naturais, amostras biologicas entre
outras, 3357:8182.86,113
Previamente ao tratamento dos dados, deve-se organiza-los e submeté-los a
uma avaliacdo prévia para se ter conhecimento do tipo de método de analise
multivariada mais adequado a ser utilizado. O primeiro passo consiste em organizar
as informag¢des na forma de uma matriz, chamada matriz de dados, em que as
linhas representam as n-amostras e as colunas as m-varidveis, como mostra o

esquema apresentado na Figura 8.7

' Bruns, R. E.; Faigle, J. F. G., Quim. Nova 4 (1985) 84-99.

* Ferreira, M. M. C. et al., Quim. Nova 22 (1999) 724-731.

3 Dou, Y. et al., Eur.J. Pharm. Sci. 37 (2007) 193-199.

°" Khoshauand, M. R. et al., Spectrochim. Acta Part A 70 (2008) 491-499.
81 peinder P. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 47 (2008) 688-694.

82 pereira, A. F. C. et al., Food Res. Int. 41 (2008) 341-348.

8 Qu, N. et al., Spectrochim. Acta Part A 70 (2008) 1146-1151.

"3 yu, L.; Xiang, B.; Microchem. J. 90 (2008) 63-66.

2 Neto, J.; M., M.; Moita, G. C., Quim. Nova 21 (1998) 467-469.
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Figura 8. Matriz de dados gerada a partir de um espectro. Adaptagao da ref. 60.%°

Os métodos quimiométricos podem ser divididos em métodos de classificagao

ou métodos de regressao.

2.4.1. Métodos de classificagao

Os métodos de classificacdo permitem explorar resultados obtidos por meio
de analises quimicas, a fim de verificar a existéncia de similaridades entre as
amostras que, por sua vez, correspondem as semelhangas na composi¢gao quimica.
Estes métodos conhecidos, também, como reconhecimento de padrdes, viabiliza a
obtencdo de mais informagdes quando comparados com os procedimentos
univariados e dividem-se em métodos supervisionados e néo supervisionados.?*%8

Os métodos supervisionados referem-se aqueles que exigem um
conhecimento prévio da amostra, ou seja, as amostras sao classificadas em duas ou
mais classes previamente definidas. Dentre estes métodos pode-se citar a Analise
Discriminante Linear (LDA, do inglés linear discriminant analysis) e a Modelagem
Independente de Analogia de Classes (SIMCA, do inglés soft independent modelling

of class analogy).*>®®

&0 Lavine, B. K.; Clustering and Classification of Analytical Data in the Encyclopedia of Analytical Chemistry: Instrumentation
ggd Applications, John Wiley & Sons Ltd, Chichester (2000).
Correia, P. R. M,; Ferreira, M. M. C., Quim. Nova 30 (2007) 481-487.
8 Roggo, Y. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.
*3 Geladi, P., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 767-782.
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Ja os métodos nao supervisionados referem-se aqueles onde as amostras
sdo classificadas sem um conhecimento prévio, ou seja, a matriz de dados é
construida sem um conhecimento da existéncia de classes. Os métodos de analise
exploratéria sao classificados como método de classificagdo nédo supervisionado,
visto que nenhuma informacgao no que se refere a identidade das amostras ¢é levada
em consideracdo.”® Dentre os métodos ndo supervisionados pode-se destacar a
analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de componentes principais
(PCA).

2.4.1.1. Analise por Componentes Principais (PCA)

A analise por componentes principais (PCA, do inglés principal component
analysis) é uma das principais formas de analise de dados multivariados.** Este
método visa a reducdo da dimensionalidade do conjunto de dados original,
preservando a maior quantidade de informagao (variancia) possivel. Essa reducéao é
obtida por meio do estabelecimento de novas variaveis ortogonais entre si,
denominadas componentes principais (CPs).?°

A PCA é um método de decomposi¢ao de matrizes onde a variancia na matriz
X (com m observagdes e n variaveis) € decomposta em novas variaveis
denominadas componentes principais (CP). As novas variaveis sdo ortogonais entre
si, sendo que os dados (variaveis) sdo centrados na média (no novo sistema de
coordenadas).

A primeira componente principal (CP1) é definida na dire¢gdo de maxima
variancia do conjunto de dados. A segunda componente principal (CP2) é definida
na direcdo que descreve a segunda maxima variancia no espaco da PC1 sendo
ortogonal a esta componente. Ou seja, cada componente principal (CP1, CP2, CP3,
etc.) é responsavel por uma fragao sucessiva de variancias de dados em um sistema
de coordenadas ortogonais entre si e, portanto, ndo correlacionadas. Normalmente
as primeiras componentes principais, explicam a maior parte da variancia total

contida nos dados e podem ser usadas para representa-las.*?

29 Correia, P. R. M.; Ferreira, M. M. C., Quim. Nova 30 (2007) 481-487.
3 Eastment, H. T.; Krzanowski, W. J., Technometrics 24 (1982) 73-77.
*2 Ferreira, M. M. C., J. Braz. Chem. Soc. 13 (2002) 742-753.
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As novas coordenadas das amostras, no novo sistema de eixos da CP sao

denominadas de “escores” e “pesos” como pode ser observado na Figura 9.

Numero de variaveis

DADOS - MATRIZ X

Amostras

l PCA

PESOS

ESCORES

Figura 9. Principios da analise por componentes principais. Adaptagao da ref. 15.1°

O valor de escores (ty) € dado pela projecéo de cada ponto (amostra) no novo
sistema de eixos (CPs), medindo a distancia t; (através da distancia Euclidiana)
entre o centro do ponto e sua projecédo. O valor de pesos (p’h) € obtido entre os
cossenos do angulo (0) entre a linha (CP) e cada eixo, e determina a influéncia de
cada variavel. Por exemplo, se o conjunto de dados contém trés variaveis, este ira
possuir trés valores de pesos. Um esquema da interpretacdo da PCA é mostrado na

Figura 10.%°44

'® Breretron, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.

" Wold, S.; Esbensen, K.; Geladi, P., Chemom. Intell. Lab. Syst. 2 (1987) 37-52.

15 Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and chemical Plant (2003).

% Einax, J. W.; Zwanziger, H. W.; Geip, S.; Chemometrics in environmental analisis, Weinheim: Wiley-VCH (1997) 153-178.
4“4 Geladi, P.; Kowalki, B. R., Anal. Chim. Acta 185 (1986) 1-17.
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Figura 10. Representagdo de um modelo de andlise por componentes principais: a) conjunto de
dados com dez objetos e trés variaveis, b) primeira componente principal calculada
através do conjunto de dados. Adapataco da ref. 44.*

Quando a CP1 é calculada, uma variancia permanece sem ser explicada, ou
seja, uma quantidade de varidncia continua n&do descrita. Esta quantidade de
variancia nao descrita € chamada de residuos, que podem ser organizados na forma

de matriz E (matriz dos residuos), conforme representado na Equagéo 3:"%%°

X=TP +E

Onde:
e X & a matriz original
e T é chamada de escores e conttm o mesmo numero de linhas da matriz
original
e P é chamada de pesos e apresenta 0 mesmo numero de colunas da matriz
original
e O numero de colunas da matriz T & igual o nimero de linhas da matriz P."®
Depois que a CP1 é calculada, a proxima CP é obtida com a matriz residual
E, que contem a variancia ndao explicada pela CP1 e, assim, sucessivamente,

conforme mostrado na Equacao 4.

44 Geladi, P.; Kowalki, B. R., Anal. Chim. Acta 185 (1986) 1-17.
15 Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and chemical Plant (2003).
% Einax, J. W.; Zwanziger, H. W.; Geip, S.; Chemometrics in environmental analisis, Weinheim: Wiley-VCH (1997) 153-178.
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X= t1p’1 + t2p’2+ thp’h + E

2.4.1.2. Analise por Agrupamento Hierarquico (HCA)

A analise por agrupamentos hierarquicos (HCA, do inglés hierarchical cluster
analysis) € um método classificado como exploratério e ndo supervisionado visto
que nao requere conhecimento prévio das amostras. Este método permite o
agrupamento das amostras em classes, com base na similaridade das amostras de
uma mesma classe e nas diferencas entre os membros de classes diferentes.?
Como o numero de parametros analisados (variaveis) nestes métodos é elevado, o
resultado é apresentado na forma grafica de todo um conjunto de dados facilitando a
interpretacdo dos resultados chamado de dendograma.*?

A construgdo do dendrograma é baseada na proximidade entre as amostras,
calculada pela distancia entre dois vetores (amostras), d ab, no espago n-

dimensional (varidveis) conhecida como distancia euclidiana, conforme Equacgao 5:

m

2

d, = Z('xai —X,)
i=1

Um padrdo de similaridade é calculado para cada amostra, conforme

Equacéo 6.

dab

Sab :1_

max

2 Correia, P. R. M.; Ferreira, M. M. C., Quim. Nova 30 (2007) 481-487.
*2 Eerreira, M. M. C., J. Braz. Chem. Soc. 13 (2002) 742-753.
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Sendo que, dap corresponde a distancia entre os pontos a e b, € dnax € a
maior distdncia de um par de amostras no conjunto de dados. Apds as distancias
entre os pares de amostras serem calculados, agrupamentos sucessivos, de acordo
com suas similaridades, sdo formados até ndo haver mais similaridade entre eles. A
similaridade entre os grupos pode ser calculada por 3 modos distintos: construgao
simples, completa, centréide, incremental, medianas, médias de grupo e flexivel.

Neste trabalho sera utilizada a construg&o incremental, definida na Equacéo 7:

2 2 2
:¢@ﬁwgéfﬂ%+m)m—m

n,+n,+b,

ab

Onde ni é o nimero de amostras no grupo “i".%*

2.4.2. Métodos de regressao

Os métodos de regressao sao utilizados para analisar a relagdo entre uma
variavel dependente (concentragdo) e varias variaveis independentes (amostras).
S&o utilizados para quantificar propriedades de interesse da amostra.’>® Entre os
métodos de regressao podem ser citados a regressao por componentes principais
(PCR), o método dos minimos quadrados parciais (PLS) e a regressao linear
multipla (MLR)."®

Neste trabalho dar-se-a destaque para o método de regresséo PLS, tendo em

vista que este foi utilizando na construgdo dos modelos.

84 Pirouette, Multivariate Data Analysis, versao 3.11, Infometrix, Inc. Washington, EUA.

%0 Hair, J. F.; Anderson, R. E.; Tatham, R. L.; Black, W. C.; Analise Multivariada de dados, 52 ed. Porto Alegre: Bookman (2005)
593 p.

8 Roggo, Y. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.
'® Breretron, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.
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2.4.2.1. Minimos quadrados parciais (PLS)

O método dos minimos quadrados parciais (PLS) € considerado a maior técnica
de regressao e um dos métodos mais populares em analise quantitativa utilizando
calibragdo multivariada.''®

Este método n&o requer um conhecimento exato de todos os componentes
presentes nas amostras, podendo realizar a previsdo de amostras mesmo na
presencga de interferentes, desde que estes também estejam presentes por ocasiao
da construcao do modelo.

A base dos minimos quadrados parciais PLS esta na decomposi¢cao de uma
matriz de dados X (variaveis independentes) e Y (variaveis dependentes),
simultaneamente, em uma soma de produtos de dois vetores: t (escores) e p
(pesos) (Equacdes 8 e 9). A estes vetores soma-se, ainda, mais uma matriz de erros
que corresponde a parte ndao modelada de X. Na regressao por PLS, tanto a matriz
de dados X como a matriz de dados Y & decomposta e projetada em um novo

sistema de coordenadas.'®%4*

X=t1p,1 +t2p’2+ +thp'h +E ouX=TP+E =Zthp’h+ E
(8)
Y=UQ+F=Xuqn+F
(9)
Onde, T e U sdo matrizes de escores das matrizes X e Y, respectivamente; P e Q
sao as matrizes de pesos das matrizes X e Y, respectivamente; h corresponde o
numero de fatores (componentes principais ou variaveis latentes) e E e F

correspondem as matrizes de residuos.

A relacdo interna dos escores das matrizes X e Y é obtida através do
coeficiente de regressao linear para cada componente principal (by) de acordo com a

Equacao 10.*

Up = bh th
(10)

18 Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and chemical Plant (2003).
'® Breretron, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.

% Ferrao, M. F.; Tese de doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2000
4“4 Geladi, P.; Kowalki, B. R., Anal. Chim. Acta 185 (1986) 1-17.
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Sendo by, obtido através da Equacéao 11:

bh = U’h th/ t‘h th
(11)

Onde u e t sdo os elementos das matrizes U e T respectivamente.

Os valores de by, s&o agrupados na matriz diagonal B (matriz identidade), que
contém os coeficientes de regressao entre a matriz de escores U de Y e a matriz de
escores T de X. Entretanto, como cada matriz € decomposta separadamente, pode
ocorrer uma relacdo nao linear entre os escores dos dois blocos. A melhor relagao
linear possivel entre os escores das matrizes é obtida através de pequenas rotacdes
das variaveis latentes das matrizes X e Y, devendo existir um compromisso entre a
capacidade de descrever as amostras individuais (modelagem dos blocos X e Y) e 0
aumento da correlacéo entre T e U.*

A matriz Y pode ser calculada através das informag¢des contidas em u

(Equacéao 11), conforme Equagao 12.

Y=TBQ +F
(12)

Onde T s3o os escores da matriz X, B é a matriz identidade de by, , Q sdo os pesos
da matriz Y e F é a matriz residual de Y. Desta forma, a concentracdo das novas
amostras pode ser prevista a partir dos novos escores de X, dado por T*, substituido

na Equagao 13:

Y = T'"BQ
(13)

Para se obter o melhor modelo referente aos dados sob investigagdo devem
ser avaliados o numero de variaveis latentes (VLs) e a raiz quadrada dos erros
médios (RMSE, do inglés, root mean square error), entre outros fatores. No decorrer

deste capitulo serdo abordados aspectos importantes referentes a estes parametros.

4“4 Geladi, P.; Kowalki, B. R., Anal. Chim. Acta 185 (1986) 1-17.
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2.4.3. Métodos de selegao de variaveis em modelos de regressao

A utillizacdo da analise multivariada tem por objetivo correlacionar as
informagdes do espectro com as propriedades de interesse da amostra, permitindo o
tratamento de um grande numero de dados para uma mesma amostra. Os modelos
de calibragdo multivariada vém contribuindo de forma significativa para a obtencéo
de modelos de regresséo que relacionam um conjunto de variaveis experimentais a
propriedade de interesse, como a concentragao, por exemplo. Porém, a utilizacdo de
toda a faixa espectral pode dificultar a obtencéo de suas relagdes com a propriedade
de interesse. Deste modo, a escolha adequada de regides espectrais pode melhorar
significativamente a eficiéncia do modelo de calibragdo multivariada.”’

Os métodos de selegado de variaveis tém por objetivo escolher determinadas
regides do espectro que permitem ao modelo de calibragdo minimizar os erros de
previsdo. Porém, ha a necessidade de se observar e selecionar somente aquelas
regides que apresentam correlagdo com o analito em estudo. Como consequéncia
da selecado de variaveis, € possivel produzir um modelo mais robusto, simples de
interpretar e com menores erros de previsdes.””’” Entre os métodos utilizados
atualmente, pode-se destacar, o algoritmo genético, o método dos minimos
quadrados parciais por intervalo (iPLS, do inglés interval partial least squares), 0s
minimos quadrados parciais por exclusdo de intervalos (biPLS, do inglés backward
interval partial least squares), os minimos quadrados parciais por exclusdo ) e os
minimos quadrados parciais por sinergismo de intervalos (siPLS, do inglés synergy
interval partial least squares). Neste trabalho dar-se-a destaque aos métodos iPLS,

biPLS e siPLS, sendo estes os métodos de seleg¢ao de variaveis utilizados.

O iPLS é uma extensdo desenvolvida para o PLS, onde é realizada uma
regressao por minimos quadrados parciais em cada intervalo equidistante ao longo
de toda a extensdo do espectro. Desta forma, € avaliada a relevancia da informagao
nas diferentes sub-divisbes espectrais, de onde é possivel identificar e selecionar

apenas as variaveis que apresentam informagdes mais relevantes. Para cada

" Osborne, S.D.; Jordan, R.B.; Kiinnemeyer, R., Analyst 122 (1997) 1531-1537.
"® Oliveira, F. C. et al., Quim. Nova 27 (2004) 218-225.
61| eardi, R.: Norgaard, L., J. Chemom. 18 (2004) 486-497.
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intervalo é construido um modelo PLS, sendo os resultados apresentados na forma
grafica para facilitar a comparacdo com toda a faixa espectral.®’ "

O siPLS é uma extensao do algoritmo iPLS. Este algoritmo consiste na divisdo
do espectro em regides equidistantes (intervalos) e na combinagdo dos intervalos
possibilitando a obtengao de melhores coeficientes de correlagido (R), menores erros
de calibragdo e previsdo que aqueles encontrados por iPLS.”""

O biPLS, também, € uma extens&do do iPLS, porém este algoritmo tem por
objetivo excluir aqueles intervalos que apresentam regides espectrais né&o

correlacionadas com o analito.®’

2.4.4. Selecao do conjunto de calibragao e previsao

Para a selegcao das amostras que irdo compor os conjuntos de calibragao e
previsdo a utilizacdo de ferramentas de analise multivariada, em alguns casos, é
necessaria. Dentre elas destacam-se a analise por componentes principais (PCA) e
a analise por agrupamentos hierarquicos (HCA) que tém por objetivo avaliar da
similaridade entre as amostras e entdo facilitar a selegdo dos conjuntos de
calibragao e previsdo, como ja foram mencionadas anteriormente.

Ha ainda o algoritmo de Kennard-Stone que seleciona uma amostra meédia e
entdo as demais amostras sdo selecionadas com base em sua distancia. A primeira
amostra selecionada € a que apresenta a maior distancia em relagdo a amostra
média. A segunda amostra a ser selecionada sera a que apresentar maior distancia
em relagdo a primeira amostra selecionada. A proxima amostra a ser selecionada
apresentara maior distadncia em relagdo a ultima amostra selecionada, e assim

sucessivamente até atingir o nimero de amostras desejadas.>'*

61 | eardi, R.; Norgaard, L., J. Chemom. 18 (2004) 486-497.

"3 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.

" Munck, L. et al., Anal. Chim. Acta 446 (2001) 171-186.

3 Daszykowski, M.; Walczak, B.; Massart, D. L., Anal. Chim. Acta 468 (2002) 91-103.
% Kennard, R. W.: Stone, L. A.; Technometrics 11 (1969) 137-148.
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2.4.5. Tratamento e pré-processamento dos dados

A diferenca de unidades e variaveis com diferentes varidncias pode ser
algumas das razdes que levam os dados experimentais originais a uma distribuigao
inadequada para analise, dificultando a extracdo de informagdes Uuteis e
interpretacdo das mesmas. Para uma analise adequada transformagdes dos dados
espectrais sdo necessarias, consistindo em tratamentos e pré-processamentos
destes dados.*'

O tratamento dos dados tem por objetivo remover variagbes sistematicas nao
desejadas ao espectro, como mudancas na linha de base, efeitos de espalhamento
e fatores externos, ndo controlaveis. Pode-se destacar como tipos de tratamentos a

variavel normal padrdo (SNV, do inglés, standard normal variate)®®

, @ primeira e
segunda derivadas®® e a correcdo do espalhamento de luz (MSC, do inglés
multiplicative scatter correction)'®. Neste trabalho utilizou-se o tratamento MSC,
sendo este um tipo de tratamento que apresenta a finalidade de avaliar a regresséo
linear entre os espectros e o espectro de referéncia, retendo os residuos e as
informagdes quimicas. Ja a normalizagado consiste em utilizar os dados adquiridos
em uma mesma faixa de amplitude de sinal."

O pré-processamento é aplicado quando se deseja comparar variaveis com
diferentes dimensdes e consiste basicamente em centrar os dados na média ou
autoescalar os dados.*’* No primeiro pré-processamento calcula-se a média das
intensidades para cada comprimento de onda e subtraem-se cada intensidade do
respectivo valor médio. O segundo pré-processamento, autoescalar os dados,
significa centrar os dados na média e dividi-los pelo respectivo desvio padréo, sendo

um para cada comprimento de onda.*"*°

2.4.6. Avaliagao dos modelos de regressao

A avaliagao de alguns parametros resultantes da constru¢do dos modelos

permite a escolha e a selecdo de modelos mais adequados. Um aspecto importante

! Ferreira, M. M. C. et al., Quim. Nova 22 (1999) 724-731.
8 Roggo, Y. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.
15 Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and chemical Plant (2003).
*5 Geladi, P.; MacDougall, D.; Martens, H., Appl. Spectrosc. 39 (1985) 491-500.
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da etapa de validacdo em calibracdo multivariada é a decisdo sobre a
dimensionalidade do modelo. Dessa forma, para obter-se um modelo de facil
interpretacéo, deve-se explicar o maximo da variancia dos dados com um minimo de
variaveis latentes (VLs), minimizando a influéncia do ruido. O numero 6timo de VLs
a ser usado para descrever um modelo sera o numero de VLs para o qual um erro
minimo na previsdo seja obtido.*°

Segundo Gomez-Carracedo et al.,*

um modelo que contenha numero de VLs
inferior ao ideal resultara em subajuste e superior ao ideal em sobreajuste. A
decisdo sobre um numero de VLs superior ao ideal ocorre com mais frequéncia,
ocasionando resultados satisfatérios para a previsdo da propriedade de amostras do
conjunto de calibragao, porém, ndo adequados para a previsdo de amostras de um
conjunto validagdo ou previsdo devido a informagdo n&o necessaria incluida no
modelo.

Para tanto o calculo dos erros médio quadraticos (RMSE) podem ser uteis para
avaliacdo dos modelos construidos (Equagédo 14), sdo eles: raiz quadrada do erro
médio quadratico de calibragdo (RMSEC — do inglés, root mean square error of
calibration), de validagdo (RMSEV - do inglés, root mean square error of validation)
e da validagao-cruzada (RMSECV — do inglés, root mean square error of cross
validation), sendo este ultimo erro utilizado para se determinar o numero de VLs do

modelo.'®

Z(yi _)A/i)z
RMSE ==
n

(14)

Onde y, é o valor de referéncia para a enésima amostra e y, € o valor de

previsdo para esta mesma amostra, sendo » o numero total de amostras utilizadas

para a construcdo do modelo.

46 Gemperline, P.; Practical guide to chemometrics, 2nd ed.; CRC Press Taylor & Francis, New York (2006) 105-160.
%9 Gomez-Carracedo, M. P. et al., Anal. Chim. Acta 585 (2007) 253-265.
'® Breretron, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.
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A validagdo cruzada esta baseada na avaliagdo da magnitude do erro de
previsdo de um dado modelo de calibragcédo e consiste na remog¢ao de uma ou mais
amostras do conjunto de calibragdo e construcdo do modelo sem as mesmas. As
amostras removidas s&o previstas no modelo e calcula-se o erro de previsao. Este
procedimento ocorre até que todas as amostras do modelo sejam retiradas e
previstas. Este erro é denominado de RMSECV."

A avaliagdo da capacidade de previsdo do modelo de calibracdo para
amostras externas é realizada através do calculo da raiz quadrada do erro médio
quadratico de previsdo RMSEP (do inglés, root mean square error of prevision),
conforme Equacao 14. Seu valor percentual é dado pelo erro padrdao de previséo
relativo (RSEP - do inglés, root square error of prevision), de acordo com Equagéao
15.°

Z(yi _)A}i)z
RSEP= |=——100

i(y,-f

(15)

A

Onde y, é o valor de referéncia para a enésima amostra e y, € o valor de

previsao para esta mesma amostra, sendo » o numero total de amostras, utilizadas

para a construcdo do modelo.

2.5. Testes de significancia

Quando se propde uma metodologia nova, ha a necessidade de averiguar-se
seu desempenho frente ao método de referéncia. Para que isso seja possivel utiliza-
se o teste t pareado, que estima o quanto um valor experimental difere
significativamente de um valor verdadeiro, devendo ser aplicado quando o conjunto

de amostras ¢ limitado, ndo sendo possivel obter replicatas do mesmo.*®

15 Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and chemical Plant (2003).
° Blanco, M. et al., Anal. Chim. Acta 384 (1999) 207-214.
46 Gemperline, P.; Practical guide to chemometrics, 2nd ed.; CRC Press Taylor & Francis, New York (2006) 105-160.
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Primeiramente, deve-se calcular a diferenga (d ) dos resultados obtidos entre

o método 1 e o método 2 para cada amostras e, apds, fazer o calculo da média (d )

conforme Equacéo 16. %

>d

Q|
I

(16)

Onde n é o numero de amostras analisadas.

O préximo passo consiste em calcular a varidncia e o desvio dessas

diferencas conforme Equagao 17.%°

, (Qd)
-

, (Qd)
D i—.

S? = = S
¢ n—1 ¢ n—1
(17)
Por fim, o valor de t é calculado através da Equacéo 18.%°
t= dn
Sd
(18)

Onde ¢ tem n-1 graus de liberdade. Apds o calculo do valor de ¢, este deve
ser comparado com o valor de t tabelado, com 95% de confianga. Se o ¢ calculado
for maior que o ¢ tabelado existira diferenca significativa entre os dois métodos.®®
O teste F é baseado na distribuicdo normal dos dados e € aplicado para

determinar se uma populagao apresenta maior variabilidade que outra. Este teste é

€6 Miller, J. C.; Miller, J. N.; Statistics for analytical chemistry, 32 ed. New York: Prentice Hall (1993) 233 p.
% Skoog, D. A.; Holler, F. J.; Nieman, T. A.; Principios de Anélise Instrumental, 5% ed. Porto Alegre: Bookman (2002) 836 p.
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utilizado, também, para comparar duas variancias e determinar se dois métodos
diferem em precisdo.®®

Através da distribuicdo de F €& possivel verificar se as variancias das
populagdes a que pertence as amostras podem ser consideradas iguais, com nivel

de confianga desejado. A Equacao 19 mostra o modo de calculo do teste F.

(19)

Onde S’ e S, sdo as variancias dos métodos A e B. O nimero grau de

liberdade € dado pelo numero elementos na amostra menos 1. Os valores de F sao
comparados com os valores de F critico tabelado com um nivel de confiangca de
95%. Quando o valor de F calculado for maior que F critico as variancias sao
consideradas estatisticamente diferentes.*®

Para os modelos multivariados o teste F pode ser utilizado na comparacao

dos erros de previsdo de modelos distintos, conforme Equagéo 20.%

RMSEB,\’
RMSEP

(20)

2.6. Aplicagoes da espectroscopia no infravermelho combinada com os

métodos multivariados para analise de amostras farmacéuticas

As industrias do ramo farmacéutico vém utilizando com maior freqiéncia a
técnica de espectroscopia no infravermelho para quantificacédo de matérias primas e

produtos acabados devido a facilidade de obtencdo dos espectros, minimo

€5 Meier, P. C.; Zund, R. E.; Statistical Methods in Analytical Chemistry, 22 ed. Canada: John Wiley & Sons, Inc. (2000) 407p.
46 Gemperline, P.; Practical guide to chemometrics, 2nd ed.; CRC Press Taylor & Francis, New York (2006) 105-160.
9 Silva, F. E. B., Tese de doutorado. Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria — RS, 2008.
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manuseio com a amostra, baixo custo da analise e pequena geragao de residuos
apos andlises. %%

Além disso, nos ultimos anos a técnica de espectroscopia no infravermelho
deixou de apresentar aplicabilidade somente como técnica qualitativa e passou a
fazer parte da lista de técnicas quantitativas utilizadas para o controle de qualidade
de farmacos e medicamentos. Essa evolugdo ocorreu gragas a combinagao desta
técnica com métodos de analise multivaridados.®**

Dessa forma, técnicas espectroscopicas na regido do infravermelho
apresentam-se como alternativas promissoras para métodos oficiais que envolvem

etapas prévias de separacao e preparo da amostra para posterior analise.

2.6.1. Utilizacao da espectroscopia na regiao do infravermelho associada a

controle de processos farmacéuticos

A recomendacgao do FDA para utilizagdo em tecnologia analitica de processos
(PAT - do inglés process analytical technology) pelas industrias farmacéuticas no
desenvolvimento e emprego de novas tecnologias na producao e qualificacao de
produtos farmacéuticos tem sido descrita na literatura envolvendo a espectroscopia

na regido do infravermelho. 4243747101

Na industria farmacéutica a necessidade de atestar a qualidade dos produtos
inicia-se na chegada da matéria prima ao laboratério. A identificagcdo, a
homogeneidade, a analise ou o controle de polimorfismo e isébmeros Opticos em
matérias primas e em produtos acabados sdo exemplos de analise qualitativa que

podem ser realizadas pela espectroscopia na regido do infravermelho.®

2 Alvarenga, L. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 48 (2008) 62-69.

8 Rosa, S. S. et al., Talanta 75 (2008) 725-733.

% Sarraguca, M. C.; Lopes, J. A., Vib. Spectrosc. 49 (2009) 204-210.
83| uypaert, J.; Massart, D.L.; Heyden, Y. V., Talanta 72 (2007) 865-883.
8 Roggo, Y. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.

% Braga, J. W. B.; Poppi, R. J., Quim. Nova 27 (2004) 1004-1011.

24 Chen, Y. et al., Drug Developm. Ind. Pharm. 27 (2001) 623-631.

3" Eustaquio, A. et al., Analyst 123 (1998) 2303-2306.

47 Gendrin, C. et al., Eur. J. Pharm. and Biopharm. 68 (2008) 828-837.
1T Sulub, Y. et al., Anal. Chim. Acta 611 (2008) 143-150.

1% Blanco, M. et al., Analyst 123 (1998) 2307-2312.
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Sarraguca et al. (2009)® desenvolveram uma metodologia analitica para
quantificacdo simultdnea da substancia ativa paracetamol e dos excipientes,
celulose microcristalina, talco e estearato de magnésio, em formulagdes
farmacéuticas. O método foi construido com amostras de escala laboratorial para
conjunto de calibracao e validacdo de amostras denominadas de escala piloto (p6 e
comprimidos). As amostras foram analisadas no modo de reflexdfo em um
espectrdmetro NIR com transformada de Fourier. Os erros de validagdo para as
amostras de escala laboratorial e da escala piloto p6 ficaram entre 0,4% e 5% para
os quatro componentes da formulagdo. Ja para as amostras da escala piloto
comprimidos, a mesma diferenca ficou entre 1,6% a 9%.

Moes et al. (2008)*® discute a aplicacdo da espectroscopia no infravermelho
proximo, empregada como uma técnica analitica de processos em trés etapas da
fabricagdo de comprimidos: para monitorar a homogeneidade da mistura, para
avaliar a uniformidade de conteudo dos comprimidos e para determinar a espessura
do revestimento. Um espectrbmetro com arranjo de diodos foi utilizado para
monitorar a uniformidade de mistura usando um modelo de calibragdo com
concentracéo do farmaco na faixa de 2,98 a 9,25% (m/m). Um espectrébmetro com
transformada de Fourier foi utilizado para analisar a uniformidade de conteudo e a
espessura do revestimento. A predicdo do conjunto de validagdo composta por
comprimidos nao presentes no conjunto de calibracdo produziram um RMSEP de
1,94%. Ja a predicdo dos comprimidos presentes no conjunto de calibragao produziu
um RMSEP de 1,48%. Segundo os autores, o desempenho do modelo pode ser
influenciado pelas propriedades fisicas dos comprimidos, porém os resultados
obtidos estdo em concordancia com as medidas de referéncia de uniformidade da
mistura e de conteudo.

Um método quantitativo on-line foi descrito por Sulub et al. (2009)'%2

para
monitoramento de uniformidade de mistura de formas farmacéuticas sdlidas
contendo 29,4% (m/m) de substancia ativa e trés excipientes majoritarios (celulose,
lactose e celulose microcristalina). Um conjunto de 21 amostras foi utilizado para
construcdo de um modelo de calibracao utilizando o PLS para predigao on-line do

conteudo da substancia ativa no processo de mistura. Para minimizar as diferencas

% Sarraguga, M. C.; Lopes, J. A., Vib. Spectrosc. 49 (2009) 204-210.

8 \Moes, J. J. et al., Int. J. Pharm. 357 (2008) 108-118.
192 5ulub, Y. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 49 (2009) 48-54.
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entre os modos de medidas estaticos e dinamico, os espectros adquiridos por NIR
utilizaram o pré-processamento SNV (variavel normal padrdo) seguida da aplicagéao
da segunda derivada com filtro de Savitzky-Golay utilizando 21 pontos. O
desempenho do modelo de calibragao off-line foi avaliado em tempo real em 16
misturas de escala laboratorial por 3 meses. Empregando o modelo de calibragao
(PLS) desenvolvido off-line, a predicdo em tempo real, utilizando NIR, da substancia
ativa foi de 90 a 110%.

Rosa et al. (2008)%° descreve a estratégia utilizada para o desenvolvimento e
validacdo de um método utilizando espectroscopia no infravermelho préximo com
acessorio de reflexdo difusa para identificagdo e quantificacdo de ranitidina em
produtos farmacéuticos at-line com um probe de fibra éptica. Este método foi
desenvolvido em uma industria farmacéutica para aplicacéo de rotina, para substituir
o método de referéncia (HPLC). Para o conjunto de calibragdo foram utilizadas 59
amostras de producgao (comprimidos revestidos) com peso unitario tedrico de 300 a
650 mg de ranitidina e 30 amostras feitas em laboratério contendo de 78 a 114% de
ranitidina. O conjunto de validagdo apresentava 124 amostras de produgdo e 6
amostras de laboratérios. O método desenvolvido utilizando NIR permitiu a
identificacdo e quantificacdo simultanea de ranitidina em granulado para
compressdo, produto intermediario e comprimidos revestidos (produto final).
Segundo os autores, o método é exato, preciso e linear na faixa de concentragao

estuda, sendo equivalente ao método de referéncia.

2.6.2. Espectroscopia no IR associada a determinagoes quantitativas

A utilizagdo da espectroscopia na regido do infravermelho médio e préximo
vem crescendo nos ultimos anos. Em busca de técnicas rapidas, ndo destrutivas e
com gasto minimo de reagentes, diversas metodologias vém sendo desenvolvidas
para substituir as técnicas de referéncias utilizadas no controle de qualidade de
farmacos e, dessa forma, ampliar a utilizagdo da espectroscopia no infravermelho

associado a analise multivariada na inddstria farmacéutica.®>%%"°

8 Rosa, S. S. et al., Talanta 75 (2008) 725-733.

*5\to, M. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 47 (2008) 819-827.

621§, G.: Tocarra, G.; Jing, W.: Wen, Z., Vib. Spectrosc. 50 (2009) 152-159.

" Moros, J.; Garrigues, S.; Guardia, M., J. Pharm. Biomed. Anal. 43 (2007) 1277-1282.
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Um método utilizando espectroscopia no infravermelho proximo foi
desenvolvido por Blanco et al. (2006)" para a determinagdo simultanea de diferentes
substancias ativas presentes em uma formulagao farmacéutica utilizada para o alivio
dos sintomas da gripe. As cinco substancias ativas (paracetamol, acido ascérbico,
dextrometorfano, cafeina e maleato de clorfeniramina) foram quantificadas utilizando
0 método de regressdo PLS a partir dos espectros das amostras e os resultados
obtidos foram validados para seletividade, linearidade, exatidao, precisao e robustez.
Obtiveram-se RMSEC entre 1,7 a 3,6% e RMSEP entre 2,1 a 3,4%. O método
mostrou-se seletivo, robusto e com linearidade apropriada para a quantificacdo dos
analitos. Dessa forma, o método NIR/PLS atendeu aos requisitos do ICH permitindo
que preparacgdes farmacéuticas fossem identificadas e suas cinco substancias ativas
foram determinadas com boa exatidao, precisdo e minimo tratamento da amostra.
Com base nos resultados, pode-se verificar que esta técnica é uma alternativa
apropriada para substituicdo da HPLC e volumetria.

Um meétodo analitico simples e rapido foi proposto por Boyer et al. (2006)13
para a determinagao de acido niflumico em formulagdes farmacéuticas na forma de
gel. Utilizou-se para isso espectroscopia no infravermelho médio com transformada
de Fourier e acessorio de reflexao total atenuada (ATR). Um modelo de calibracéo,
utilizando o algoritmo PLS foi desenvolvido com 81 amostras e o conjunto de
validagdo composto por 27 amostras para a determinacdo do conteudo de acido
niflumico. A faixa espectral utilizada para a constru¢ao do modelo de calibragao foi
de 2300 a 1100 cm™. Aplicou-se o tratamento de normalizagdo e primeira derivada.
O modelo apresentou um coeficiente de correlagéo igual a 1 e RMSEP de 0,2 mg g™
para o conjunto de validagdo. A recuperacdo do método para andlise de acido
niflumico foi na faixa de 96 a 101,02%.

Wu et al. (2008)'"® analisaram qualitativamente e quantitativamente trés
componentes: alfa-pineno, metil salicilato e eugenol do o6leo Honghua (uma
formulacdo oleosa da medicina tradicional chinesa). Utilizou-se a regido do
infravermelho médio - MIR com acessoério de reflexdo total atenuada horizontal e
infravermelho proximo - NIR para obtencdo dos espectros das 48 amostras (36
amostras para calibragdo e 12 para validagao), de diferentes lotes, do 6leo Honghua

disponiveis comercialmente e utilizou-se o algoritmo PLS. Os resultados foram bem

" Blanco M.; Alcala, M., Eur. J. Pharm. Sci. 27 (2006) 280-286.
'3 Boyer, C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 433-437.
"3 vy, L.; Xiang, B.; Microchem. J. 90 (2008) 63-66.
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sucedidos para a identificagdo dos trés compostos citados acima, para todas as
amostras, utilizando o infravermelho médio. Obteve-se RMSEP de 0,793% (MIR) e
1,554% (NIR) para alfa-pineno, 1,667% (MIR) e 0,957% (NIR) para metil salicilato e
0,360% (MIR) e 0,389% (NIR) para eugenol. Ambos os modelos PLS para MIR e
NIR, que utilizaram as areas dos picos da cromatografia gasosa como referéncia
para calibragdo, apresentaram boa correlagdo linear para cada um dos compostos
das amostras de 6leo de Honghua, sendo as técnicas espectroscopicas promissoras
para o controle de qualidade das formulagcdes de 6leos da medicina tradicional
chinesa.

A regiao do MIR pode, também, ser utilizada para analises quantitativas de
misturas complexas, como preparagdes farmacéuticas. Souza e Ferrdo (2006)99
desenvolveram uma metodologia analitica associando DRIFTS e calibragéo
multivariada para quantificagdo de diclofenaco de potassio em comprimidos. Foram
utilizadas 20 amostras de diferentes concentragcdes preparadas em laboratério (14
amostras foram empregadas no conjunto de calibracdo e 6 amostras no conjunto de
validagdo). Utilizou-se o algoritmo PLS, como pré-processamento os dados
autoescalado e tratamento MSC. Os melhores modelos foram selecionados
considerando os valores de R e RMSEV.

Parisotto et al. (2007),79 propds a associacdo entre DRIFTS e calibracao
multivariada para a quantificagdo de misturas contendo amoxicilina e amido. Utilizou-
se para a construgdo dos modelos o algoritmo PLS, utilizando como tratamento dos
dados MSC e como pré-processamento os dados autoescalados. O melhor modelo
apresentou coeficiente de correlagdo de 0,9936, RMSEC de 0,44% e RMSEV de
0,79%. A metodologia desenvolvida é sugerida como alternativa na quantificagédo do
farmaco, durante o processo de produgao do mesmo

A espectroscopia na regidao do infravermelho médio com transformada de
Fourier e acessorio de reflexdo total atenuada (FTIR/ATR) combinado com o
algoritmo PLS foi utilizada para determinagdo simultdnea de sulfametoxazol e
trimetoprima em medicamentos. De acordo com Silva et al. (2009),%* os algoritmos
iPLS e siPLS foram aplicados para selegao da faixa espectral com menores erros de
previsdo em comparagao com o modelo construido com o espectro inteiro. Foram

empregadas 49 amostras sintéticas e 15 amostras comerciais, sendo o conjunto de

% Souza, J. S.; Ferrao, M. F., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 42 (2006) 437-445.
7 parisotto, G. et al., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 43 (2007) 89-96.
% Silva, F. E. B. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 49 (2009) 800-805.
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calibracdo construido com 32 amostras sintéticas e 9 amostras comerciais e o
conjunto de previsdo com 17 amostras sintéticas e 6 amostras comerciais. Os
resultados do modelo PLS com o FTIR/ATR é um procedimento relativamente
simples, rapido e exato que poderia ser aplicado na determinagcdo simultanea do
sulfametoxazol e trimetoprima na rotina do controle de qualidade de medicamentos.
O melhor modelo encontrado foi aquele que utilizou o algoritmo siPLS aprentando
um RMSEP de 13,18 mg g para sulfametoxazol e 6,03 mg g™ para trimetoprima. A
metodologia proposta possibilitou a analise de cada amostra em menos de 3
minutos. A exatidao foi comparada com o método de referéncia HPLC apresentando
concordancia maior que 98,8%.

Segundo Blanco e Alcala (2006),® a utilizagdo da tecnologia analitica de
processos pela industria farmacéutica requer o desenvolvimento de novas
metodologias analiticas. Deste modo, os autores desenvolveram e validaram um
método quantitativo utilizando a espectroscopia no infravermelho préximo
combinada com a analise multivariada. Assim, foi possivel a determinacdo de
parametros fisicos (dureza de comprimidos) e quimicos (uniformidade de
substancias ativas e de conteudo) de produtos farmacéuticos intactos, sendo que
nenhum pré-tratamento foi necessario para determinacdo da substancia ativa nos
comprimidos. As amostras foram preparadas pela mistura da substancia ativa e dos
excipientes e apds prensada em comprimidos. A quantificagdo das amostras foi
realizada utilizando o algoritmo PLS com calibragdo cruzada para construgao do
modelo de calibracdo. Os modelos foram avaliados através do RMSEC e RSEP. De
acordo com os autores, o método proposto permitiu a determinagado de principios
ativos em comprimidos sem nenhum pré-tratamento. O método foi validado de
acordo com os guias ICH e EMEA e mostrou-se ser uma alternativa efetiva para o
método de referéncia com UV.

Ja Blanco et al. (2008)° propuseram a determinagao cetoprofeno (25 mg g™”') e
metil p-hidroxibenzoato (0,8 mg g™') e propil p-hidroxibenzoato (0,2 mg g™') em uma
formulacao farmacéutica disponivel na forma de hidrogel utilizando a espectroscopia
NIR combinada com o algoritmo dos minimos quadrados parciais (PLS). O método
de referéncia HPLC foi utilizado para determinacdo da substancia ativa e dos
preservativos. De acordo com a ICH e EMEA o método proposto foi validado

apresentando linearidade, seletividade, precisao e robustez apropriadas. Aplicando-

8 Blanco, M.; Alcala M., Anal. Chim. Acta 557 (2006) 353-359.
6 Blanco M.; Alcala M.; Bautista M., Eur. J. Pharm. Sci. 3 (2008) 409-414.
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se teste t ndo se observou diferenca significativa entres os valores obtidos pelo
procedimento proposto (NIR/PLS) e os valores obtidos por HPLC. Segundo os
autores o método proposto permite a quantificacdo de conservantes presentes em

baixa concentragao no hidrogel.

2.7. Validagcao de métodos de espectroscopia no IR associado a métodos

multivariados de calibragao

A validagao de metodologias analiticas univariadas para a determinagcao de
farmacos presentes em formas farmacéuticas é estabelecida por orgaos
internacionais tais como ICH (Conferéncia Internacional de Harmonizagéo, do inglés
International Conference on Harmonisation) e ANVISA. Estes 6rgaos estabelecem
critérios que devem ser avaliados como especificidade, linearidade, precisao,
exatidao, intervalo de confianga e robustez.

Para as metodologias analiticas multivariadas a validagao € realizada com
base nas determinagdes das chamadas figuras de méritos as quais certificam se um
modelo multivariado proposto é confiavel e atende as especificagdes dos 6érgaos
regulatorios nacionais e internacionais como a IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry)76 o EMEA (The European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products)’™® e a ASTM (American Society for Testing and Materials).?

A norma ASTM, define os procedimentos para analise quantitativa por
espectroscopia no infravermelho e os parametros para validagcdo de um modelo
multivariado baseado na avaliagdo do erro padrdo de validacdo, no teste de
significancia de bias através de teste t, na precisdao e na exatidao. Para a IUPAC a
validacdo do meétodo pode ser alcangada pela determinagdo da sensibilidade,
seletividade e raz&o sinal ruido através do conceito de sinal analitico liquido (NAS -
do inglés net analyte signal), que corresponde ao sinal instrumental que é ortogonal
as contribuigdes de outros possiveis constituintes presentes na amostra. J4 o EMEA

descreve os principais itens para validacdo de métodos qualitativos e quantitativos

76 Olivieri, A.C. et al., Pure Appl. Chem. 78 (2006) 633-661.
74 EMEA guidance. EMEA/CVMP/961/01, London, 2003.
3 Annual Book of ASTM Standards, Standard, E1655, 2000.
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por NIR baseados nos critérios de especificidade, robustez, linearidade, exatidao e
precisao.

Para Moffat et al. (2000)69 a validacdo de um procedimento analitico, para
determinagcado de paracetamol em comprimidos utilizando NIR, foi feita utilizando
uma adaptacdo das normas estabelecidas pelo ICH para procedimentos analiticos
univariados.

A seguir serdo apresentados alguns parametros, de acordo com os 0rgaos
regulatorios e com alguns trabalhos cientificos, para validagdo de métodos
multivariados de calibracéao.

Linearidade — avalia se os resultados obtidos sédo diretamente proporcionais
a concentracdo do analito na amostra, dentro de um determinado intervalo, ou seja,
é a regressdo linear entre os valores previstos e os valores medidos.®®""® A
linearidade também pode ser avaliada através da utilizagdo do grafico de residuos
das amostras de calibragdo e validagdo. O comportamento linear € observado
quando as amostras utilizadas na construcdo do modelo apresentarem uma
distribuicdo aleatoria.'*+1%7

Precisdo — expressa o grau de concordancia entre uma série de medidas
realizadas para uma mesma amostra em determinadas condi¢cdes. De acordo com
ATSM e EMEA®*™ para o céalculo da precisdo sugere-se a utilizagdo dos valores
obtidos a partir da analise em triplicata de 3 amostras com concentracdes diferentes.

De acordo com Braga e Poppi'* a repetitividade de métodos analiticos pode
ser entendida como a precisdo do mesmo em um curto espago de tempo e pode ser
calculada, também, a partir de nove determinagbdes (trés concentragbes e trés

replicatas) cobrindo a faixa util do modelo de calibragdo, conforme Equagéao 21.

%9 Moffat, A. C. et al., Analyst 125 (2000) 1341-1351.

" EMEA guidance. EMEA/CVMP/961/01, London, 2003.

7® Olivieri, A.C. et al., Pure Appl. Chem. 78 (2006) 633-661.

% Braga, J. W. B.; Poppi, R. J., Quim. Nova 27 (2004) 1004-1011.

64 Martens, H.; Naes, T.; Multivariate Calibration, Wiley, Chichester (1989) 419 p.
197 \/alderrama, P.; Braga, J. W. B.; Poppi, R. J., Quim. Nova 32 (5) (2009) 1-10.
3 Annual Book of ASTM Standards, Standard, E1655, 2000.

" EMEA guidance. EMEA/CVMP/961/01, London, 2003.
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ZZ()A/ﬁ - Ji/i)z
i=1 i=l

n(m—1)

precisdo =

(21)

Onde m é o numero de replicatas feitas, » é o numero de amostras, . é a
media dos valores previstos de cada replicata y ;.

Exatidao — € o grau de concordéncia entre o valor estimado ou medido e o
valor verdadeiro ou de referéncia.>® Em alguns casos a exatiddo é estimada através
do erro de previsdo (RMSEP)."

Erro sistematico - Os modelos também devem ser avaliados em relagéo a
ocorréncia de erro sistematico (bias). Erros sistematicos s&o resultantes de um
desvio constante nos resultados, num mesmo sentido. Estes erros afetam a
grandeza do resultado em si, o valor médio e estdo relacionados com a exatidao.?®

Segundo a IUPAC, o termo bias (desvios) é definido como a diferenca entre a
média populacional e o seu valor verdadeiro.*® e pode ser calculado a partir do

Equacao 22.

i(yi _j>l')

i=1

bias =
n

(22)

De acordo com a norma E1655-00 da ASTM?® a utilizacdo de um teste t avalia,
quantitativamente, se o bias incluso no modelo é significativo. Para isso,
primeiramente estima-se o desvio padrdo dos erros de validagdo (SDV, do inglés

standard deviation validation), conforme Equacéo 23:

3 Annual Book of ASTM Standards, Standard, E1655, 2000.

8 Blanco, M.; Alcala M., Anal. Chim. Acta 557 (2006) 353-359.

' Braga, J. W. B.; Poppi, R. J., Quim. Nova 27 (2004) 1004-1011.

% Cienfuegos, F.; Estatistica Aplicada ao Laboratério. 1 ed. Rio de Janeiro: Editora Interciéncia (2005) 337 p.
%0 Curie, L. A., Anal. Chim. Acta 391 (1999) 105-126.
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n

Z[(yi =) —bias]2

SDV =\
n—1
(23)
Assim, o valor de t € obtido de acordo com Equacéao 24:
, ‘bias‘x/;
sist SDV
(24)

Se o valor de tsist calculado for menor que o seu valor critico para » — 1 (graus
de liberdade) com 95% de confianga, sendo n o numero de amostras de validacéo,

o erro sistematico incluso no modelo pode ser considerado insignificante.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentagao

As determinagdes dos farmacos amoxicilina e acido clavulanico nas
formulagdes farmacéuticas utilizadas no presente trabalho foram efetuadas seguindo
a monografia da Farmacopéia Norte Americana'® que emprega a cromatografia a
liguida de alta eficiéncia (HPLC). Utilizou-se um cromatégrafo com detector por
UV/VIS (modelo 844 UV/VIS Compact IC, Metrohm, http://www.metrohm.com, Suiga)
que possui sistema de dialise (membrana de celulose com didmetro de 9 cm e poros
de 0,2 pm), alga de amostragem de 20 pyl e um amostrador automatico com
capacidade para 36 amostras (modelo 813 Compact Autosampler, Metrohm). Foi
utiizada uma coluna de silica quimicamente modificada ligada a grupo
octadecilsilano (C18), X-Bridge™ Columns (Water, http//www.waters.com, Irlanda),
com comprimento de 4,5 mm, didmetro interno de 250 mm e tamanho de particula
de 5 um.

O ajuste do pH da fase movel foi feito utilizando-se um potencidémetro digital
(modelo 781 pH/ion Meter, Metrohm), com resolu¢ao de 0,01 unidades de pH e um
eletrodo de vidro combinado (modelo 6.0258.10, Metrohm) com sensor de
temperatura.

Os espectros de infravermelho por reflexao difusa (DRIFTS) foram obtidos em
um espectrémetro PerkinElmer (modelo Spectrum One® FTIR,
http//www.perkinelmer.com, EUA) equipado com acessorio reflectancia difusa PIKE
Technologies, (EasiDiff®, http//www.piketech.com, EUA). Na obtencao dos espectros
de infravermelho por reflexao total atenuada (FTIR/ATR) utilizou-se um acessério de
reflexdo total atenuada com cristal de seleneto de zinco (PerkinElmer). O Argénio foi
utilizado como gas de purga para os dois acessorios (99,9% de pureza, White

Martins, http://www.whitemartins.com.br, Brasil).

106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
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As amostras foram pesadas com auxilio de uma balanga analitica Shimadzu
(modelo AY 220, http://www.shimadzu.com.br, Brasil), com resolu¢do de 0,0001 g e
carga maxima de 220 g.

As amostras sintéticas e as amostras comerciais foram misturadas e moidas
no moinho criogénico Spex Ceriprep (Model 6750  Freezer/Mill,
http://www.spexcsp.com, EUA) com objetivo de homogeneizar a mistura dos
componentes e padronizar o tamanho de particula. Utilizou-se o seguinte programa
para a realizagdo deste processo: ciclo de pré-congelamento de 2 minutos, ciclo de

moagem de 2 minutos e velocidade de 15 rpm.

3.2. Reagentes

A agua utilizada para dissolugao das amostras, bem como para a limpeza das
vidrarias, foi previamente purificada em um sistema Mili-Q (Milli-Q®
http//www.millpore.com, EUA), com resistividade final de 18,2 MQ cm.

No doseamento da matéria prima amoxicilina, preparou-se uma solucado de
fosfato de potassio monohidratado (Nuclear, Brasil), com concentracdo 6,8 g I
Ajustou-se o pH dessa solucdo a pH 5 com uma solugdo de hidroxido de sodio
(pureza 99,8%, Vetec, http//www.vetecquimica.com.br, Brasil) 45% (m/v). A fase
movel foi entdo preparada pela mistura de 96 partes da solugcdo de fosfato de
potadssio monohidratado com 4 partes de acetonitrila (pureza 99,8%, Carlo Erba,
http//www.caloerbareagenti.com, Italia).

A fase movel para o doseamento da matéria prima de acido clavulanico e das
amostras contendo os farmacos amoxicilina e acido clavulanico, foi preparada a
partir da mistura de 5 partes de metanol (pureza 99,8%, Vetec,
http//www.vetecquimica.com.br, Brasil) e 95 partes de solugcédo de fosfato de sodio
dihidrogénio monohidratado (pureza 99%, Merck, http//www.merck.de, Alemanha) de
concentragdo de 7,8 g I". Utilizou-se, ainda, acido ortofosférico 85% (Merck,
http//www.merck.de, Alemanha) para ajustar o pH a 4,4 da solugéo acima citada.

Na aquisi¢ao dos espectros denominado branco por DRIFTS utilizou-se p6 de
brometo de potassio (KBr) (Vetec, http//vetecquimica.com.br, Brasil) compactado no
acessorio reflexado difusa. A acetona (pureza 99,5%) foi utilizada para limpeza dos

acessorios de ATR e de DRIFTS apés a aquisicao dos espectros.
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A amoxicilina triidratada SQR (substancia quimica de referéncia da
Farmacopéia Brasileira), com pureza 85,1% de amoxilina, foi utilizada na preparagao
de uma solugdo de referéncia contendo 1,2 mg ml”" em solucdo de fosfato de
potassio monohidratado. Da mesma forma o padrao de clavulanato de litio da USP
(do inglés, United States Pharmacopoeia), com pureza 95,2% de acido clavulanico,
foi empregado na preparagcdo de uma solugao de referéncia contendo 0,25 mg ml™”
em agua (estas solugdes foram utilizadas para o doseamento do teor das matérias

primas).

3.3. Amostras de acido clavulanico, amoxicilina e mistura de excipientes

As matérias primas amoxicilina triidratada (lote n® CAX1174083), clavulanato
de potassio (lote n° CA007-7171014) e a mistura de excipientes foram adquiridas em
uma farmacia de manipulagao (Santa Maria, RS). Estas matérias-primas e a mistura
de excipientes foram utilizados na confec¢cao das amostras sintéticas conforme item
abaixo. A pureza das matérias primas foi verificada por HPLC (item 3.4.) antes da
confecgao das amostras sintéticas.

Em virtude das amostras comerciais serem proveniente de diversas industrias
farmacéuticas e apresentarem, dessa forma, em sua composicao diferentes tipos de
excipientes (Tabela 3) optou-se, para o preparo das amostras sintéticas, pela
utilizacdo de uma mistura de excipientes considerados basicos e que sao
amplamente utilizados em farmacia de manipulagédo, conforme mostrado na Tabela
4.



Materiais e Métodos 48

Tabela 3. Excipientes presentes nas formulagbes de comprimidos contendo

amoxicilina e acido clavulanico.

Amostra  Excipientes

comercial

A Povidona, amidogliconato, hipromelose+macrogol, etilcelulose, silicato
de magnésio, cloreto de metileno, estearato de magnésio, dioxido de
titdnio, celulose microcristalina, didxido de silicio

B Celulose microcristalina, croscarmelose sédica, didxido de silicio
coloidal, estearato de magnésio, laurilsulfato de sédio

C Povidona, amidogliconato, hipromelose+macrogol, etilcelulose, silicato
de magnésio, cloreto de metileno, estearato de magnésio, didxido de
titdnio, celulose microcristalina, didxido de silicio

D Celulose microcristalina, amidogliconato de sddio, didxido de silicio
coloidal, povidona, eudragit, alcool isopropilico, estearato de
magneésio, opadry branco, cloreto de metileno, macrogol

E Celulose microcristalina, diéxido de silicio coloidal, estearato de
magnésio, povidona, dioxido de titanio, hipromelose, macrogol

F Gliconato de amido sdédico, dioxido de silicio coloidal, estearato de
magneésio, hidroxipropilmetilcelulose, etilcelulose, polietilenoglicol,
celulose microcristalina, opaspray branco K1-7000.

G Celulose microcristalina, didxido de silicio coloidal, croscarmelose
sddica, butil hidroxitolueno, talco, estearato de magnésio, hidroxipropil
metilcelulose, dioxido de titanio, polietilenoglicol

F Estearato de magnésio, talco, povidona, croscamelose sdodica,
celulose microcristalina, trietil citrato, etilcelulose, hipromelose, diéxido
de titanio

G Povidona, celulose microcristalina, diéxido de silicio, estearato de
magnésio, etilcelulose, didxido de titanio, amidogliconato de sddio,

talco, hipromelose+macrogol
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Tabela 4. Composicdo da mistura de excipientes utilizada na formulagdo das

amostras sintéticas.

Excipiente Teor (%, m/m)
Estearato de magnésio 1
Dioxido de silicio coloidal 1

Talco 20
Celulose microcristalina 78

3.3.1. Preparo das amostras sintéticas

Foram preparadas 17 amostras sintéticas, a partir da mistura das matérias
primas e excipientes, com massa total de 5 g. As concentragcdes destas amostras
sintéticas variaram de 381,5 a 686,1 mg g™ para amoxicilina e 75,6 a 185,3 mg g’
para acido clavulanico, de acordo com as determinag¢des realizadas por HPLC
(Tabela 5).

Cabe destacar que para a preparagao das amostras sintéticas variou-se a
concentracdo em aproximadamente 20% acima e 20% abaixo do maior valor
nominal da amoxicilina e do acido clavulanico presentes nos comprimidos
comerciais. A mistura de excipientes variou de 2,6 a 42,8% do total da mistura das

amostras sintéticas.

3.3.2. Amostras comerciais

As amostras comerciais adquiridas apresentavam valor nominal de 500 e 875
mg de amoxicilina e 125 mg de acido clavulanico. Inicialmente, determinou-se o
peso médio de 20 comprimidos, em seguida estas amostras foram moidas em
moinho criogénico e quantificadas por HPLC para obtengdo dos valores reais de
amoxicilina e acido clavulanico, conforme Tabela 5. Os excipientes presentes nestas
formulagdes representavam no minimo 29,7 e no maximo 60,7% do total da mistura,

valor este encontrado apés a determinagao do peso médio dos comprimidos.
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Tabela 5. Composicdo obtida por HPLC para as amostras dos conjuntos de

calibracéo e previsao.

Amostras  Conjuntos Classificacdo AC (mg g”) AMO (mg g™)
1 C* comercial 89,93 375,71
2 C comercial 80,51 498,68
3 C comercial 105,45 407 17
4 C comercial 116,39 464,67
5 C comercial 83,83 525,47
6 C comercial 107,05 419,48
7 pP** comercial 89,02 552,74
8 C comercial 69,40 411,48
9 P comercial 80,45 509,27
10 C comercial 101,68 422,05
11 C comercial 85,29 540,74
12 C comercial 81,33 514,77
13 P comercial 100,02 387,54
14 C comercial 86,94 555,62
15 C comercial 83,09 551,61
16 C comercial e 737,21
17 C comercial e 701,33
18 C comercial SRR 578,75
19 P comercial 86,14 520,17

20 C sintética 108,77 684,06
21 P sintética 127,66 686,07
22 C sintética 102,49 583,85
23 C sintética 126,72 584,24
24 C sintética 146,67 584,76
25 P sintética 167,59 580,70
26 C sintética 185,29 568,88
27 C sintética 75,57 523,71
28 C sintética 89,58 521,73
29 C sintética 144,78 535,54
30 P sintética 154,61 493,63
31 C sintética 180,28 517,20
32 C sintética 98,13 470,19
33 C sintética 119,61 473,12
34 C sintética 139,59 472,85
35 P sintética 159,38 473,16
36 C sintética 84,21 381,52

* C calibragao.
** P previsao.

*** Formulagdes contendo apenas o farmaco AMO.
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3.4. Determinacao de amoxicilina e acido clavulanico por HPLC

A determinagcdo do teor da matéria prima amoxicilina, utilizada para
elaboracdo das amostras sintéticos, foi realizada por HPLC com deteccédo no
comprimento de onda de 230 nm, de acordo com a Farmacopéia Norte
Americana.'® Para tanto, pesou-se aproximadamente 60 mg da matéria prima e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml. Adicionou-se, aproximadamente
25 ml de solugéo de fosfato de potassio monohidratado e agitou-se manualmente
até completa solubilizagdo. Em seguida completou-se o volume, filtrou-se a solugéo
com filtro de membrana de politetrafluoretileno com poro de 0,22 um de didmetro.
Em seguida injetou-se uma aliquota de 20 pl no sistema cromatografico. Utilizou-se
a fase movel composta de solucdo fosfato de potassio monobasico e acetonitrila
(96:4).

Na determinacdo do teor da matéria prima de acido clavulanico pesou-se
aproximadamente 12,5 mg da amostra, transferiu-se para um baldo volumétrico de
50 ml, solubilizou-se e completou-se o volume com &agua MilliQ, conforme
Farmacopéia Norte Americana. Injetou-se 10 pl da solugdo em sistema
cromatografico e a eluigao foi feita utilizando-se a fase mével composta de solugéo
de fosfato de sédio dihidrogénio monohidratado e metanol (95:5). A detecgéo foi feita
utilizando-se de detector UV/VIS em 220 nm.

A determinacido dos farmacos amoxicilina e acido clavulanico nas amostras
comerciais e sintéticas foram realizadas a partir da obtencédo de solugdes contendo
aproximadamente 0,5 mg ml™ de amoxicilina em agua, conforme Farmacopéia Norte
Americana.'®® Obteve-se uma solugdo padrdo de aproximadamente 0,5 mg ml™ de
amoxicilina padrdo SQR e 0,2 mg ml”" de clavulanato de litio padrdo USP em agua.
A eluigdo das amostras e da solugao padrao foi realizada utilizando uma mistura de
solugéo de fosfato de sodio dihidrogénio monohidratado e metanol (95:5). Injetou-se
20 pl de cada solucao e a deteccao foi realizada no comprimento de onda de 220

nm.

Todas as quantificagdes foram feitas em triplicata com comparacao das areas
da amostra e dos padrbes de amoxicilina e acido clavulénico injetados nas mesmas

condicbes das amostras.

106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
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3.5. Analise utilizando espectroscopia no infravermelho

Os espetros das amostras sintéticas e comerciais moidas foram obtidos em
espectrometro de infravermelho médio utilizando acessérios de reflexdo difusa e

reflexao total atenuada, de acordo com os parametros especificados a seguir.

3.5.1. Aquisicao dos espectros por reflexdo difusa (DRIFTS)

Para otimizagdo da quantidade de massa de amostra apropriada que seria
utilizada para obtencdo dos espectros, transferiu-se uma quantidade de amostra
suficiente para preencher o acessoério de DRIFTS. A partir do valor dessa massa
obtida (25 mg) obtiveram-se, também, os espectros de massas de amostras de 30 e
35 mg. Os espectros obtidos foram avaliados visualmente no que se refere a
intensidade de bandas e razdo sinal/ruido. Esta padronizagdo teve por fim
determinar a quantidade minima de amostra que produz espectros com maior razao
sinal/ruido e com bandas que apresentem melhores contornos, ndo prejudicando a
identificacdo dos farmacos em estudo. Nao se observaram diferencgas significativas
nas massas estudadas. Assim, para obtencido dos espectros por DRIFTS utilizaram-
se massas de amostras compreendidas entre 25 e 35 mg.

As amostras foram transferidas e prensadas no acessoério com auxilio de uma
espatula. Na Tabela 6 estdo apresentados os parametros utilizados para aquisigao

dos espectros.

Tabela 6. Parametros empregados para aquisigao dos espectros por DRIFTS.

Parametros Condigoes

Regido espectral 600-4000 cm”

Detector DTGS - sulfato de triglicina deuterada
Divisor de feixes KBr

Varreduras 16

Resolugdo 4 cm’

Aplicativo Spectrum v 5.0.1°
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Anteriormente, a obtencdo do espectro de cada amostra, foi coletado um
espectro de referéncia (background) através da aquisicdo de um espectro utilizando
KBr, disposto no interior do acessorio.

Adquiriram-se os espectros em ftriplicata para cada amostra. Estes entao
foram normalizados e posteriormente obteve-se o espectro médio, cujo perfil pode-

se observar na Figura 11.
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Figura 11. Perfil dos espectros das amostras obtidos por DRIFTS.

Apos a obtencdo dos espectros de cada amostra, o compartimento do
acessorio foi cuidadosamente limpo, primeiramente com agua de MilliQ, em seguida

com acetona e, posteriormente, seco com ar frio.

3.5.2. Aquisicao dos espectros por reflexao total atenuada (FTIR/ATR)

Da mesma forma que na obtencdo dos espectros por reflexdao difusa,
primeiramente, obteve-se a massa apropriada para o acessorio de reflexdo total
atenuada. Foram obtidos espectros para massas de amostras de 20 a 30 mg.
Novamente, ndo se observaram diferencgas significativas nos espectros das massas
estudadas. Assim, para as analises das amostras por ATR convencionou-se a

pesagem de massa de amostras compreendidas entre 20 e 30 mg.
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Na Tabela 5 estdo apresentados os parametros utilizados na aquisi¢gao dos
espectros por FTIR/ATR.

Tabela 7. Parametros empregados na aquisi¢ao dos espectros por FTIR/ATR.

Parametros Condigoes

Regido espectral 650-4000 cm””

Detector DTGS - detector de sulfato de triglicina
deuterada

Divisor de feixes KBr

Varreduras 16

Resolucao 4 cm’

Aplicativo Spectrum v 5.0.1°

Press&o aplicada 100 N/m?

Coletou-se um espectro de referéncia (background), sem a amostra na
superficie do IRE, anteriormente a aquisicdo de cada espectro da amostra. Logo,
apos a aquisigao do espectro de referéncia, as amostras foram pesadas e dispostas
no compartimento do acessorio sobre o cristal e submetidas a analise. O
equipamento foi purgado continuamente com argbénio para eliminar qualquer

contribuicdo da umidade do ar e do CO; na obtencao dos espectros.

Os espectros das amostras foram obtidos em triplicata, normalizados e em

seguida obteve-se o espectro médio, cujo perfil pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Perfil dos espectros das amostras obtidos por FTIR/ATR.

Posteriormente a obtencdo dos espectros de cada amostra, o compartimento

do acessorio foi cuidadosamente limpo com acetona e seco com ar frio.

3.6. Programas computacionais

Utilizaram-se dois programas computacionais para o tratamento dos dados: o
Pirouette® versao 3.11 (http://www.infometrix.com, EUA), utilizando o algoritmo HCA;
e o MATLAB® versdo 6.5 (The Math Works, http://www.mathworks.com, EUA),
sendo utilizado o pacote “iToolbox” versdo 2.0 desenvolvido por Lars Norgaard
(iToolbox for MATLAB, http://www.model.kvl.dk, EUA), para a selecdo das variaveis
(algoritmos iPLS, biPLS e siPLS) e do algoritmo Kennard-stone para a selecéo das

amostras do conjunto de calibragéo e previséo.
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3.7. Analise multivariada — Construgcao dos modelos

Primeiramente, foram selecionadas as amostras dos conjuntos de calibragao
e previsdo, utilizando os algoritmos Kennard-Stone (MATLAB) e HCA (Pirouette
3.11) O modelo utilizando PLS foi obtido com auxilio do programa MATLAB
empregando-se toda a faixa espectral dos espetros FTIR/ATR e DRIFTS. Para o
modelo PLS verificou-se o desempenho dos pré-processamentos autoescalado e
centrado na média e do tratamento MSC a partir dos valores de erro de calibracao e
previsao, coeficiente de correlagdo de calibragdo (Rca)) € numero de VLs. Uma vez
selecionados os melhores pré-processamento e tratamento utilizou-se na sequéncia
os métodos de selegcao de variaveis: iPLS, biPLS, siPLS, disponiveis no pacote

“iToolbox” versao 2.0, desenvolvido por Norgaard73 para ambiente MATLAB.

3.7.1. Seleg¢ao das amostras dos conjuntos de calibragao e previsao

O objetivo principal da selecdo das amostras para constituicdo dos conjuntos
de calibragao e previsdo foi a construgdo de conjuntos que contivessem a maior
variabilidade possivel em relagdo a faixa de concentragcdo e que apresentasse a
informagéo da matriz de dados utilizados neste estudo.

Primeiramente, para a construgdo dos modelos de calibragdo as amostras
foram separadas, entre conjunto de calibracdo e de previsado, através do algoritmo
de Kennard-Stone, baseado nas distancias das amostras em relagdo a amostra
média.*

Utilizou-se, também, o HCA na selegdo dos conjuntos de calibracédo e
previsdo atraveés da observagao da similaridade das amostras sintéticas e amostras
comerciais fornecidas pelo dendograma. Dos diferentes grupos formados pelo
dendograma, selecionou-se, no minimo, uma amostra de cada grupo para fazer
parte do conjunto de previsao. Além disso, teve-se o cuidado para que o conjunto de
previsdo contivesse as amostras com valores intermediarios e que as amostras com
valores extremos de concentragbes ficassem alocadas no conjunto de calibragéo.
Também, observou-se que as amostras de mesmo laboratoério ficassem dispostas

em conjuntos diferentes.

73 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
% Kennard, R. W.; Stone, L. A.; Technometrics 11 (1969) 137-148.
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A partir destes critérios, obteve-se o conjunto de calibragdo com 14 amostras
sintéticas e 14 amostras comerciais, € o conjunto de previsdo formado por 4

amostras sintéticas e 4 amostras comerciais.

3.7.2. Desenvolvimento dos modelos para a determinagao de amoxicilina e

acido clavulanico

Na determinacdo de amoxicilina e acido clavulanico nas amostras em estudo,
o desenvolvimento dos modelos de calibracao foi dividido em 3 etapas. Na primeira
etapa foram testados os pré-processamentos autoescalados e centrado na média e
tratamento MSC na construgcdo de modelos utilizando PLS. Na segunda etapa,
foram utilizados os algoritmos iPLS, biPLS e siPLS para a sele¢gdo dos numeros de
ondas correlacionados com a quantidade dos farmacos presentes nas amostras.
Finalmente, a selecdo dos melhores modelos foi realizada a partir da avaliagédo dos
valores de RMSEP, R.y, numero de VLs e numero de variaveis independentes.

Estes foram ainda comparados através do erro relativo (%) e RSEP.

3.7.2.1. Otimizagao do modelo global

O modelo global foi construido utilizando todos os numeros de onda do
espectro das amostras adquiridos por FTIR/ATR e DRIFTS. A partir das
combinagdes de pré-processamento e tratamento obtiveram-se 8 modelos para cada
técnica de reflexdo. A escolha dos melhores modelos, deu-se em fungdo dos
menores valores de RMSEC e RMSEP e maiores valores de Rc,. Aplicou-se,
também, teste F (95% de confianga) para verificar a existéncia de diferenca
significativa entre os valores de RMSEP obtidos para os melhores modelos. Para
evitar-se o sobreajuste (“overfitting”) optou-se por modelos que apresentaram
valores de RMSEC e RMSEP com menor diferencga entre si. Uma vez selecionados
os melhores pré-processamento e tratamento estes foram adotados para todos os

modelos desenvolvidos nos estudos posteriores.
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3.7.2.2. Métodos de selecao de variaveis

Selecionaram-se as variaveis espectrais a partir do emprego dos métodos de
selecdo de variaveis, iPLS, biPLS e siPLS. Nesta etapa os modelos iPLS, biPLS e
siPLS foram obtidos a partir da divisdo dos espectros FTIR/ATR e DRIFTS em 10,
20, 30, 40 e 50 intervalos. No caso dos modelos siPLS os intervalos foram
combinados utilizando 2 e 3 intervalos concomitantemente. Utilizou-se a combinagao
de 4 intervalos apenas para espectros divididos em 10 intervalos devido a exigéncia
de um grande tempo de processamento.

ApoOs a geragao da rotina dos algoritmos iPLS, biPLS e siPLS, informacgdes
graficas foram obtidas, indicando o numero de variaveis latentes utilizadas em cada

intervalo e seu respectivos valores de RMSECV.

3.7.2.3. Avaliagao dos modelos obtidos por iPLS, biPLS e siPLS

Num primeiro momento, os modelos foram avaliados através do numero de
variaveis latentes (VLs), RMSEP e pelo coeficiente de correlagdo do conjunto de
calibragdo. Apos a construgdo dos modelos utilizando o método de selegcdo de
variaveis (iPLS, biPLS e siPLS) comparou-se o desempenho destes frente ao
modelo PLS global. Além disso, o desempenho dos melhores modelos construidos
através do iPLS, siPLS e biPLS foi avaliada através do RSEP. Avaliaram-se os
melhores modelos através do erro relativo (%) individual de cada amostra. Calculou-
se, também, o erro sistematico das amostras do conjunto de previsao para o0 modelo
escolhido para a determinacéo dos farmacos AC e AMO por FTIR/ATR e DRIFTS.?

Para avaliagdo dos melhores modelos obtidos por FTIR/ATR e DRIFTS,
aplicou-se teste F (95% de confianga) nos valores de RMSEP obtidos.

Por fim, através do teste t pareado compararam-se os valores obtidos pelos

melhores modelos e os valores obtidos por HPLC.
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3.7.2.4. Avaliacao dos resultados frente a parametros farmacopeicos

Os resultados obtidos pelos melhores modelos foram avaliados frente aos
critérios especificados na Farmacopéia Norte Americana a qual estabelece que
comprimidos contendo AC e AMO devem apresentar teores entre 90% e 120% em
relacdo ao valor nominal. No presente estudo, adotaram-se como valores nominais,

aqueles obtidos por HPLC.
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3.8. Fluxograma das etapas desenvolvidas na determinacao de AC e AMO

Na Figura 13 é possivel observar um fluxograma com as principais etapas

desenvolvidas durante o trabalho.
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Figura 13. Fluxograma das etapas desenvolvidas na determinacdo de AC e AMO por FTIR/ATR e
DRIFTS.



4. APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Caracteristicas gerais dos farmacos AC e AMO

A determinacdo simultdnea de medicamentos contendo a associagao dos
farmacos AC e AMO foi realizada através da cromatografia a liquido de alta
eficiéncia, segundo a metodologia descrita na monografia da Farmacopéia Norte
Americana.'® As diversas formulagdes utilizadas neste estudo foram quantificadas
por esta técnica, inclusive os padroes sintéticos.

Os espectros no infravermelho médio, por reflexdo total atenuada e reflexado

difusa, dos farmacos AC e AMO estdo apresentados nas Figuras 14 e 15,

respectivamente.
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Figura 14. Espectros no infravermelho médio do farmaco AC por reflexdo total atenuada e reflexdo

difusa.

106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
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Figura 15. Espectros no infravermelho médio do farmaco AMO por reflexéo total atenuada e reflexdo

difusa.

Pode-se observar que os espectros adquiridos por FTIR/ATR e DRIFTS
apresentam perfis de absorcdo muito semelhantes, tanto para o farmaco AC como
para o AMO, embora com intensidades diferentes. Estas caracteristicas sdo de
suma importancia, pois possibilitam que estas técnicas, juntamente com métodos de
calibragdo multivariada e selegcédo de variaveis, sejam utilizadas na determinacgéo de
associacbes de farmacos de forma simultdnea, mesmo na ocorréncia de
sobreposigao espectral.

A partir da analise da composi¢ao das formulacdes farmacéuticas, declarada
pelos laboratérios fabricantes, determinou-se quais excipientes seriam utilizados na
confeccdo das amostras sintéticas. As informacdes contidas nestes excipientes
foram importantes para a constru¢do de modelos que apresentem caracteristicas
mais proximas possiveis com as amostras que serao previstas e para construgcéo de
modelos robustos.

Optou-se pela moagem criogénica como procedimento para homogeneizagao
e uniformizagdo do tamanho de particula das amostras comerciais e sintéticas. A
variagao do tamanho de particula em amostras que sdo submetidas a analise por

técnicas de reflexdo pode causar alteragdo no espectro, podendo provocar o
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deslocamento da linha base. Esse comportamento torna-se mais pronunciado em
comprimentos de onda nos quais a radiagédo sofre grande absorgao pela amostra.?®

A seguir, serdo apresentados os critérios utilizados para a escolha do
conjunto de calibracéo e previsao e os parametros utilizados para o desenvolvimento
e avaliagado dos modelos de calibragao para determinagao dos farmacos AC e AMO
presentes nas formulagdes sintéticas e comerciais, utilizando os algoritmos iPLS,
siPLS e biPLS.

4.2. Conjunto de calibragao e previsao: selegao das amostras

Segundo Sena et al. (2004),°" as amostras que contemplam o conjunto de
calibragdo devem apresentar as mesmas informagdes das amostras que fazem
parte do conjunto de previsao (amostras comerciais). Ou seja, a nao inclusdo de
informagdes representativas no conjunto de calibragdo pode comprometer a
capacidade de preditiva do modelo de calibracao.

Em um primeiro momento, utilizou-se o algoritmo Kennard-Stone®® para
selecionar as amostras do conjunto de calibragcdo e previsdo. Foram obtidos
conjuntos de calibragdo e previsdo compostos por 25 e 10 amostras,
respectivamente. Porém, apos a construgdo dos modelos globais com diferentes
pré-processamentos e tratamento foram obtidos valores de RMSEP trés vezes

superior aos valores de RMSECV.

Como os resultados para os modelos obtidos com as amostras selecionadas
pelo algoritmo Kennard-Stone nao atenderam as expectativas, utilizou-se HCA para
a selegdo dos conjuntos de calibragédo e previsdo. A HCA gerou um dendrograma
(Figura 16) a partir do qual foram selecionadas as amostras de calibragdo e

previsao.

3 Cordeiro, G. A., Dissertagdo de Mestrado. Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, 2006.
" Sena, M. M. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 36 (2004) 743-749.
% Kennard, R. W.; Stone, L. A.; Technometrics 11 (1969) 137-148.
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Figura 16. Dendrograma fornecido pela HCA, para a selegdo das amostras dos conjuntos de

calibragao e previsao.

Outro critério utilizado para selegdo das amostras para os conjuntos de
calibragao e previsao foi a analise da informacgéao contida na variavel Y, referente as
determinagées do teor dos farmacos por HPLC. Dessa forma, levando em
consideragao estes fatores (HCA e teor dos farmacos) as amostras sintéticas e
comerciais foram distribuidas entre o conjunto de calibragdo e previsao de forma a
garantir a maior variabilidade possivel tanto no primeiro como no segundo conjunto.

Assim, os conjuntos de calibragao e previsao ficaram compostos por 28 e 10
amostras, respectivamente. A distribuicdo das concentragdes das amostras de
calibracédo e de previsdo para a quantificacdo dos farmacos AC e AMO encontra-se
representada nas Figuras 17 e 18, respectivamente.

Ifion et al. (2003)** utilizaram, também, a HCA para selecdo das amostras do
conjunto de calibragdo e de previsao na determinagédo da acidez em oleo de oliva a
partir dos espectros obtidos FTIR/ATR. Segundo os autores a aplicagdo da HCA na

selecao das amostras do conjunto de calibragcao permite incluir dentro do modelo a

% \fion, F. A. et al., Anal. Chim. Acta 489 (2003) 59-75.



Apresentacédo e Discussédo dos resultados 65

representacdo completa das amostras consideradas. Além disso, se a analise por
agrupamento € realizada em conjunto com uma nova amostra desconhecida, é
possivel observar graficamente se o conjunto de calibragédo € representativo ou ndo

para esta nova amostra.
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Figura 17. Distribuicdo das amostras de calibragédo e previsao para quantificagdo do farmaco AC.
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Figura 18. Distribuigdo das amostras de calibragéo e previsao para quantificagdo do farmaco AMO.

4.3. Identificagcao de amostras anomalas

A analise para identificagcdo de amostras andmalas (outliers) tem o objetivo de
eliminar amostras com comportamento muito diferente das demais amostras do
conjunto de dados. A presenga de amostras anémalas pode fazer com que o modelo
de calibragdo apresente uma baixa capacidade de previsdo com altos valores de
erro. Quando presentes no conjunto de previsdo podem levar a resultados que
indicam que o modelo ndo € adequado ou que a sua capacidade é inferior a que
poderia ser apresentada na auséncia destas amostras anémalas.

Deste modo, a identificagdo de amostras anémalas no conjunto de calibragao
e previsdo foi realizada com base nos valores de residuos espectrais nao
modelados.®* Apds a exclusdo das amostras andmalas (2 amostras do conjunto de
previsdo) os conjuntos de calibragdo e previsdo ficaram constituidos de 28 e 8

amostras, respectivamente.

64 Martens, H.; Naes, T.; Multivariate Calibration, Wiley, Chichester (1989) 419 p.



Apresentacédo e Discussédo dos resultados 67

4.4. Determinacdao do numero de variaveis latentes utilizados na construcao

dos modelos.

A escolha do numero de variaveis latentes € baseada na avaliagdo da
magnitude dos erros de previsdo dos modelos de calibragdo utilizando-se a
validagdo cruzada.'® Neste trabalho foi empregada a validagao cruzada por exclusao
de uma amostra por vez. Este método consiste em:

a) Remover uma amostra por vez e construir novamente o modelo de calibragédo
com as amostras restantes;
b) Utilizar o modelo assim construido para prever as amostras removidas.

Geralmente, os valores de RMSECV atingem um minimo, correspondendo ao
numero ideal de variaveis latentes. Uma vez obtido o numero 6timo de variaveis
latentes, geralmente, a adicdo de mais variaveis latentes ndo promove a diminuigao
significativa dos valores de RMSECV. Em alguns casos um aumento do RMSECV
pode ser observado com a adi¢cao de variaveis latentes além do numero 6timo. Este
aumento pode corresponder a incorporagdo de informagdes nao significativas
(ruidos) ao modelo. Assim, a avaliagcdo do valor de RMSECV pode ser util na
determinacdo do numero de variaveis latentes ideais na construgdo de um modelo
de regressao multivariado.

No presente trabalho, adotou-se como procedimento para escolha do numero
de variaveis latentes a analise do menor RMSECV, conforme recomenda o pacote
iToolbox.”> Pode-se observar como exemplo do procedimento adotado para
determinagcdo do numero ideal de variaveis latentes a Figura 19, onde o RMSECV

atinge um estado de minimo local ou platé.

'® Breretron, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.
"3 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
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Figura 19. Grafico utilizado para a selecéo das VLs em fungdo do RMSECV. Comportamento do
“minimo local”. Valores de RMSECYV para AC utilizando PLS.

Com base no grafico acima, o algoritmo determina 7 VLs, pois ndo ha mais
reducdo do RMSECV em relacao ao valor de RMSECV da variavel latente posterior.
Porém, em muitas situagbes, o numero de VLs pode apresentar uma evolugao

monotdnica a partir de determinadas variaveis latentes como pode-se verificar na

Figura 20.
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Figura 20. Grafico utilizado para a selegao das VLs em fungdo do RMSECV. Comportamento
monoténico. Valores de RMSECV para AC utilizando PLS.
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Neste caso, ao inveés de utilizar 10 VLs, como indicado pelo pacote iTooIbox,73
pode-se utilizar 8 ou 9 VLs, tendo em vista que os valores de RMSECV nao
apresentam diferencga significativa entre si.

A partir da avaliagdo destes critérios, adotou-se, para avaliagdo da
dimensionalidade do modelo, 0 menor numero de variaveis latentes que produz um
valor de RMSECV na mesma ordem de grandeza que o sugerido pelos algoritmos
de selegao de variaveis aplicados (iPLS, biPLS e siPLS).

4.5. Otimizagdao do modelo global para os diferentes tipos de dados adquiridos
(FTIR/ATR e DRIFTS)

Primeiramente foram obtidos modelos utilizando o método de regressé&o PLS.
Estes modelos foram construidos com as informacdes de todos os numeros de onda
dos espectros obtidos por FTIR/ATR e DRIFTS denominados de modelos PLS
globais. Avaliou-se, também, o desempenho dos diferentes pré-processamentos,
autoescalado e centrado na média, e do tratamento para corregdo do espalhamento
de luz (MSC)*® na construgdo dos modelos. Para facilitar a visualizagdo dos
resultados nas tabelas, optou-se pela utilizacdo de siglas: MSC para corregdo do
espalhamento de luz, a letra A para autoescalado e a letra M para centrado na

média.

4.5.1. Modelos globais para AC e AMO utilizando dados FTIR/ATR

Os modelos para o farmaco AC foram construidos utilizando os pré-
processamentos autoescalado e centrado na média, isoladamente ou combinados
com o tratamento MSC. A partir da construgcdo dos quatro modelos para cada
farmaco, foram obtidos os valores de RMSEP, VLs e R.; conforme apresentado na
Tabela 8.

7 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
*5 Geladi, P.; MacDougall, D.; Martens, H., Appl. Spectrosc. 39 (1985) 491-500.
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Tabela 8. Resultados dos modelos globais obtidos para o farmaco AC por FTIR/ATR.

a b RMSEP
Modelo TV Intervalo VLs Rcal p
(mgg’)
PLS (M) 3351 Todos 9 0,9874 25,02
PLS (A) 3351 Todos 6 0,9746 26,54
PLS (MSC e A) 3351 Todos 11 0,9572 17,64
PLS (MSC e M) 3351 Todos 8 0,9886 18,00
& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes

Através da Tabela 8, observa-se que os modelos que utilizaram o tratamento
MSC apresentaram os menores valores de RMSEP. Segundo Gempeline*® o
tratamento MSC tem por objetivo a corregdo do efeito de espalhamento de luz
causado pela diferenga do tamanho de particulas da amostra, dessa forma, havendo
uma melhora na linha base.

Com relacdo ao pré-processamento, analisando-se os valores de RMSEP
obtidos para os modelos que utilizaram os dados autoescalado e centrado na média,
ndo se observou diferenga significativa entre os mesmos (teste F, 95% de
confianga). Porém, optou-se pelo modelo que utiliza os dados centrado na média,
visto que este emprega menor numero de variaveis latentes e apresenta melhor
coeficiente de correlacéo para calibragao.

Na Tabela 9 s&o apresentados os valores para os modelos PLS globais
construidos a partir dos dados adquiridos por FTIR/ATR para o farmaco AMO.

Da mesma forma que para o farmaco AC, os modelos obtidos para AMO
utilizando tratamento MSC apresentaram os menores valores de RMSEP. N&o se
observou diferenca significativa (teste F, 95% de confianga) entre os modelos que
utilizam os dados centrados na média ou autoescalados. Deste modo, optou-se em
utilizar o modelo com os dados centrados na média, ja que este também foi o pré-

processamento utilizado para o farmaco AC.

46 Gemperline, P.; Practical guide to chemometrics, 2nd ed.; CRC Press Taylor & Francis, New York (2006) 105-160.
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Tabela 9. Resultados dos modelos globais obtidos para o farmaco AMO por

FTIR/ATR.
b RMSEP
Modelo TV? Intervalo VLs Rcal p
(mgg’)
PLS (M) 3351 Todos 6 0,9374 41,23
PLS (A) 3351 Todos 4 0,9000 42,05
PLS (MSC e A) 3351 Todos 6 0,9572 38,16
PLS (MSC e M) 3351 Todos 7 0,9671 39,60
& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: varidveis latentes

Os modelos posteriormente criados para os farmacos AC e AMO, utilizando
dados FTIR/ATR, empregaram o pré-processamento dos dados centrados na média
e o tratamento de correcdo do espalhamento de luz.

De maneira semelhante, Silva et al. (2009),** obtiveram os menores valores
de RMSEP, utilizando o MSC na determinagao de sulfametoxazol e trimetoprima em
formulagdes farmacéuticas a partir de espectros adquiridos por FTIR/ATR. Os
autores também ndo observaram diferengas significativas ao utilizar os dados

autoescalados ou centrados na média.

4.5.2. Modelos globais para AC e AMO utilizando dados DRIFTS

Para a obtengdo dos modelos PLS globais, os dados obtidos por DRIFTS
foram, também, modelados utilizando PLS, toda a faixa espectral, dados
autoescalados ou centrados na média e MSC. A Tabela 10 apresenta os resultados
dos quatro modelos PLS globais obtidos para AC, para os dados obtidos por
DRIFTS.

Assim como Rosa et al. (2008),%° encontraram menores valores de erros de
previsdo quando utilizaram tratamento MSC e pré-processamento dos dados

centrados na média para a determinagao de ranitidina em produtos farmacéuticos

% Silva, F. E. B. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 49 (2009) 800-805.
8 Rosa, S. S. et al., Talanta 75 (2008) 725-733.
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utilizando espectroscopia por reflexdo difusa no infravermelho préximo, o modelo
para a determinacdo do farmaco AC por DRIFTS que utilizou este mesmo
tratamento e pré-processamento foi escolhido como sendo o melhor modelo PLS
global. Este modelo apresentou menor RMSEP e utilizou menor numero de VLs na
sua construgdo, quando comparado com o modelo que utiliza somente o pré-

processamento autoescalado.

Tabela 10. Resultados dos modelos globais obtidos para o farmaco AC por DRIFTS.

a b RMSEP
Modelo TV Intervalo VLs Rcal p
(mgg’)
PLS (M) 3351 Todos 5 0,9578 21,56
PLS (A) 3351 Todos 6 0,9759 14,36
PLS (MSC e A) 3351 Todos 3 0,9329 24,22
PLS (MSC e M) 3351 Todos 4 0,9470 14,14
& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes

Na Tabela 11 € possivel observar os resultados dos modelos obtidos para os
dados adquiridos por DRIFTS para o farmaco AMO. Os modelos que utilizaram o
MSC apresentaram menores valores de RMSEP. Além disso, a partir do teste F
(95% de confianga) ndo foi possivel observar diferenca significativa entre os
modelos que empregaram o0s pré-processamentos autoescalado e centrado na
média. Deste modo, optou-se em utilizar o modelo com os dados centrados na
média, visto que este foi, também, o pré-processamento utilizado para o farmaco
AC.
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Tabela 11. Resultados dos modelos globais obtidos para o farmaco AMO por

DRIFTS.
a b RMSEP
Modelo TV Intervalo VLs Recal p
(mgg’)
PLS (M) 3351 Todos 9 0,9922 47,71
PLS (A) 3351 Todos 10 0,9946 47,36
PLS (MSC e A) 3351 Todos 9 0,9932 42.68
PLS (MSC e M) 3351 Todos 9 0,9926 41,97
& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes

ApOs a analise dos modelos PLS globais obtidos, para os dados adquiridos
por FTIR/ATR e DRIFTS, verificou-se que o pré-processamento centrado na média e
o tratamento MSC apresentaram os melhores resultados. Assim, os modelos
utilizando os algoritmos iPLS, biPLS e siPLS foram construidos aplicando-se este

tratamento e pré-processamento nos dados espectrais.

4.6. Determinacao do farmaco AC por FTIR/ATR utilizando os métodos de

selecao de variaveis

Na construcdo dos modelos para determinagao do farmaco AC por FTIR/ATR
utilizaram-se previamente os algoritmos iPLS, biPLS e siPLS. Dessa forma, foi
possivel a selecao de regides do espectro que apresentam informacdes relevantes e
que melhor estdo correlacionadas com a concentragdo deste farmaco nas
formulacdes farmacéuticas utilizadas, possibilitando uma minimizacdo dos erros

frente ao modelo global.

4.6.1. Modelos iPLS

O algoritmo iPLS tem como principio a divisdo do espectro em sub-regides

equidistantes e a partir destas construir modelos para cada intervalo. Utilizando o
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tratamento MSC e o pré-processamento com os dados centrados na média, os
espectros adquiridos por FTIR/ATR foram divididos em 10, 20, 30, 40 e 50
intervalos. Os modelos obtidos foram avaliados em funcédo dos valores de RMSEP,

Rcal, VLs e totais de variaveis (TV) conforme apresentado na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados dos modelos iPLS obtidos para o farmaco AC por FTIR/ATR.

a b RMSEP
Modelo TV Intervalo VLs Rcal p
(mgg’)
PLS 3351 Todos 8 0,9886 18,00
iPLS10 335 9 3 0,9284 24,38
iPLS20 168 19 3 0,9263 10,99
iPLS30 112 30 5 0,9660 21,99
iPLS40 84 40 6 0,9716 20,87
iPLS50 66 43 2 0,9085 18,90
@ TV: numero total de variaveis b \/Ls: variaveis latentes

Os dois modelos que apresentaram menor RMSEP, iPLS20 (20 intervalos) e
iPLS50 (50 intervalos), possuem erros de previsao sem diferenga significativa de
acordo com teste F (95% de confianga). Apesar de possuir menor RMSEP o modelo
iPLS20 apresentou baixo valor no coeficiente de correlacdo em relagdo ao modelo
global, ndo sendo apropriado, desta forma, para quantificagcdo do farmaco AC nas
formulacdes farmacéuticas. Todavia, este modelo utilizou o intervalo 19, conforme
mostrado na Figura 21, que corresponde a regido entre 818 a 986 cm™ onde ocorre
absorcao correspondente a ligagdo =C-H (deformacdo angular fora do plano da

ligagdo C=C-H) presente na estrutura molecular do farmaco AC.’

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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Figura 21. Espectro dividido em 20 intervalos para a determinagéo do farmaco AC por FTIR/ATR. As
barras correspondem aos valores de RMSECYV para cada intervalo e a linha tracejada para
o0 modelo global. Os numeros internos apresentados no interior de cada intervalo

correspondem as variaveis latentes.

4.6.2. Modelos siPLS

Para a constru¢do dos modelos siPLS, os espectros foram divididos em 10,
20, 30, 40 e 50 intervalos com combinacdes de 2 e 3 intervalos. Os espectros
divididos em 10 intervalos, além das combinag¢des anteriores apresentaram,
também, combinacdes de 4 intervalos. Ja para os espectros divididos em 50
intervalos obtiveram-se modelos com combinacdes somente de 2 intervalos.

Na Tabela 13 observa-se os resultados dos modelos obtidos por siPLS para o
farmaco AC. Os quatros melhores modelos, si2PLS10 (10 intervalos, com 2
intervalos combinados), si4PLS10 (10 intervalos, com 4 intervalos combinados),
si2PLS40 (40 intervalos, com 2 intervalos combinados) e si2PLS50 (50 intervalos,
com 2 intervalos combinados), ndo apresentaram diferenga significativa (teste F,
limite de confianca de 95%) entre os valores de RMSEP.

O modelo si2PLS40 apresentou coeficiente de correlagdo equivalente e
menor erro de previsdo quando comparado ao modelo PLS global. Neste modelo

foram utilizados os intervalos 13 e 29 correspondentes as regides entre 2918 a 3002
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cm” e 1574 a 1658 cm™, respectivamente. No intervalo 13 a absorcdo é devido a

ligacdo C-H do grupamento

-CHy

(estiramento assimétrico)

provavelmente

relacionada ao anel B-lactdmico presente no farmaco AC, enquanto o intervalo 29

refere-se a absorgdo da radiacéo infravermelha referente ao estiramento da ligagao

C=C, possivelmente, do alqueno presente na estrutura do farmaco AC.’

Tabela 13. Resultados dos modelos siPLS obtidos para o farmaco AC por

FTIR/ATR.
Modelo TV? Intervalos  VLs® cal RMSE_1P
(mgg)
PLS 3351 Todos 8 0,9886 18,00
si2PLS10 670 4,10 5 0,9673 13,41
si3PLS10 1005 3,4,7 6 0,9724 35,85
si4PLS10 1340 2,4,5,9 8 0,9894 17,76
si2PLS20 336 2,20 7 0,9916 23,70
si3PLS20 504 2,9, 20 9 0,9943 25,35
si2PLS30 224 3,30 7 0,9890 27,74
si3PLS30 336 6, 10, 21 5 0,9704 34,04
si2PLS40 168 13, 29 4 0,9548 12,13
si3PLS40 252 4, 39, 40 7 0,9910 22,58
si2PLS50 132 17, 44 5 0,9630 17,55

& TV: numero total de variaveis

®\/Ls: variaveis latentes

Quando os valores de RMSEP do modelo PLS global foi comparado com os

valores de RMSEP obtidos para os melhores modelos utilizando os algoritmos iPLS

e siPLS, ndo se observou melhora significativa destes, justificando a utilizagdo de

um terceiro algoritmo de seleg¢ao de variaveis, o biPLS.

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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4.6.3. Modelo biPLS

Na construgdo dos modelos utilizando o algoritmo biPLS dividiu-se, também,
o espectro em 10, 20, 30, 40 e 50 intervalos. Com este algoritmo, o espectro é
dividido em intervalos e aquelas regiées nao relevantes sao excluidas do espectro e
um novo modelo é construido agora sem as mesmas.®’ A Tabela 14 apresenta os
resultados dos modelos obtidos utilizando biPLS, para determinagédo do farmaco AC
por FTIR/ATR.

O melhor modelo, utilizando biPLS, apresentou RMSEC de 8,78 mg g e
RMSECV de 16,05 mg g"'. Este modelo dividiu o espectro em 30 intervalos (Figura
22) sendo selecionados os intervalos 10, 21, 23 e 27. O modelo apresentou RMSEP
com diferenca significativa (teste F, 95% de confianga) quando comparado com o
modelo PLS global. Também se observou uma redugdo no numero de variaveis
envolvidas na constru¢do do modelo, com a consequente eliminacdo das regides

nao correlacionadas com a concentragcao do farmaco AC.

A Figura 23 mostra os valores do farmaco AC obtidos por HPLC versus
valores previstos para o modelo biPLS utilizando os intervalos 10, 21, 23 e 27 por
FTIR/ATR.

61 | eardi, R.; Norgaard, L., J. Chemom. 18 (2004) 486-497.
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Tabela 14. Resultados dos modelos biPLS obtidos para o farmaco AC por

FTIR/ATR.
b RMSEP
Modelo TV? Intervalos VLs Real P
(mgg’)
PLS 3351 Todos 8 0,9886 18,00
biPLS10 1675 2,4,5 6,7 6 0,9743 29,23
biPLS20 671 2,7,9 18 11 0,9933 24 .91
biPLS30 446 10, 21, 23, 27 8 0,9838 6,17
biPLS40 503 6, 13, 18, 19, 28, 36 8 0,9836 29,36
biPLS50 469 5,6, 8,17, 23, 35, 45 7 0,9809 23,51
& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes
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Figura 22. Espectro dividido em 30 intervalos para a determina¢ao do farmaco AC por FTIR/ATR. As

barras correspondem aos valores de RMSECYV para cada intervalo e a linha tracejada para

o modelo global. Os numeros internos apresentados no interior de cada intervalo

correspondem as variaveis latentes.
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Figura 23. Valores de referéncia versus valores previstos para o modelo biPLS30 do farmaco AC
utilizando os intervalos 10, 21, 23 e 27 por FTIR/ATR.

A Tabela 15 apresenta os intervalos selecionados para a determinacdo do
farmaco AC por FTIR/ATR e as vibragdes, provavelmente, correspondentes a

estrutura deste farmaco.

Tabela 15. Intervalos e vibragdes correspondentes a determinagao do farmaco AC
por FTIR/ATR.?

Intervalo Numero de onda (cm™) Vibragao

10 2890 a 3002 Estiramento simétrico —CH>

21 1658 a 1770 Estiramento C=C

23 1434 a 1546 Deformacgao angular da ligagédo =C-H, no

plano da ligagao C=C

27 986 a 1098 Deformacgao angular da ligagdo =C-H,
fora do plano da ligagdo C=C

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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O estiramento simétrico —CH, corresponde, provavelmente, a ligacdo dos H
ligados ao C do anel B-lactamico presente na estrutura do farmaco AC. A absorgao
da radiagao infravermelha referente a ligagdo C=C, bem como a absorc¢ao da ligacao
=C-H referente as deformagdes angulares no plano e fora do plano das ligagdes do
H ao C da dupla ligagdo C=C correspondem, possivelmente, as estruturas presentes
no farmaco AC. °

Na Figura 24 observa-se que os menores erros relativos na determinacao do
farmaco AC nas amostras de previsdo sao obtidos quando utilizado o modelo
biPLS30. Para este modelo o erro relativo, avaliado para cada amostra
individualmente, foi menor que aproximadamente 8%. Destaca-se que este erro
pode n&o traduzir a real habilidade preditiva do modelo sendo mais apropriado,
desta forma, avaliar os valores do erro padréo de predicéo relativo (RSEP). Assim,
os modelos iPLS, siPLS e biPLs apresentaram erro padrao de predi¢cao relativo de

9,9; 9,8 e 3,6% respectivamente.

30

HiPLS Erro (%)
25 - OsiPLS Erro (%)
HbiPLS Erro (%)

Erro relativo (%)

7 9 13 19 21 25 30 35
Amostras de previsao de AC - FTIR/ATR

Figura 24. Comparagéo dos erros relativos dos melhores modelos (iPLS20, si2PLS40 e biPLS30)
obtidos para cada uma das amostras de previsdo na determinagao do farmaco AC a partir
de dados obtidos por FTIR/ATR.

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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Na Figura 25 é possivel observar a boa concordancia entre os valores de
referéncia obtidos por HPLC e os valores previstos pelo modelo biPLS30 -
FTIR/ATR.

180 - OMétodo de Referéncia (HPLC)

‘T; 160 - B Método Proposto - FTIR/ATR/biPLS
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

Concentragao de AC (mg

7 9 13 19 21 25 30 35
Amostra do conjunto de previsdao (mg g'1)

Figura 25. Histograma da diferencga entre o valor de concentragdo do farmaco AC (mg g'1) obtido pelo

método de referéncia e o valor previsto pelo modelo biPLS30.

O erro sistematico incluso no modelo biPLS30 foi insignificante (bias = 0,5176
e tsist<tcrit) evidenciando, dessa forma, que os valores de previsdao nao apresentam
tendéncias.

Assim, o melhor modelo para determinacdo do farmaco AC por FTIR/ATR
utiliza espectro dividido em 30 intervalos, dados centrados na média, corregao do
espalhamento de luz e regides 2890 a 3002 cm'1, 1658 a 1770 cm'1, 1434 a 1546
cm™” e 986 a 1098 cm™.
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4.7. Determinagao do farmaco AMO por FTIR/ATR utilizando os métodos de

selecao de variaveis

Da mesma forma que o procedimento adotado para a determinagdo do
farmaco AC, a construgdo dos modelos para AMO por FTIR/ATR foi realizada a
partir da utilizagao dos algoritmos de selegcao de variaveis iPLS, biPLS e siPLS para
a construgdo dos modelos e posterior comparagdo com o modelo PLS global. Por
fim, os melhores modelos obtidos para cada um desses algoritmos de selegdo de

variaveis foram avaliados em funcéo dos valores de RMSEP, R, € VLs.

4.7.1. Modelos iPLS

Utilizando o tratamento MSC e os dados centrados na média, os espectros
adquiridos por FTIR/ATR foram divididos em 10, 20, 30, 40 e 50 intervalos. Os
modelos obtidos foram avaliados em funcdo dos valores RMSEP, R¢ € VLs,

conforme apresentado na Tabela 16.

Tabela 16. Resultados dos modelos iPLS obtidos para o farmaco AMO por

FTIR/ATR.
Modelo TV? Intervalos VLs® Real RMSE_:D
(mgg’)
PLS 3351 Todos 7 0,9671 39,60
iPLS10 335 9 3 0,8971 49,98
iPLS20 168 16 4 0,9192 57,78
iPLS30 112 26 5 0,9085 45,91
iPLS40 84 31 5 0,9324 49,16
iPLS50 66 41 4 0,8242 50,58

& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes
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O modelo que apresentou menor RMSEP, iPLS30 (30 intervalos), possui erro
de previsdo equivalente ao modelo PLS global e pior coeficiente de correlagéo, n&o
sendo, dessa forma, apropriado para quantificacido do farmaco AC nas formulacdes
farmacéuticas. Contudo, este modelo utilizou o intervalo 26 que corresponde a
regido entre 1080 a 1210 cm™' do espectro onde ocorre, possivelmente, absorcéo da

ligacdo C-N (estiramento) presente no farmaco AMO, conforme Figura 26.°
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Figura 26. Espectro dividido em 30 intervalos para a determinacédo do farmaco AMO por FTIR/ATR.
As barras correspondem aos valores de RMSECYV para cada intervalo e a linha tracejada
para o modelo global. Os numeros internos apresentados no interior de cada intervalo

correspondem as variaveis latentes.

4.7.2. Modelos siPLS

O algoritmo siPLS foi utilizado, também, para a constru¢gdo dos modelos de
determinacdao do farmaco AMO nas formulagdes farmacéuticas. Os modelos
si2PLS10 (espectro dividido em 10 intervalos e 2 intervalos combinados) e o modelo
si2PLS30 (espectro dividido em 30 intervalos e 2 intervalos combinados)

apresentaram RMSEP menor que o modelo PLS global e coeficientes de correlagéo

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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equivalentes. Também, ndo se observou diferenga significativa (teste F, limite de
confianga de 95%) nos valores de RMSEP destes dois modelos obtidos. No modelo
si2PLS30, que apresentou RMSEP de 35,14 mg g, foram utilizados os intervalos 11
e 26 correspondentes as regides entre 1098 a 1210 cm™ e 1574 a 1658 cm™,
respectivamente. No intervalo 11 a absorcdo € devida, possivelmente, ao
estiramento da ligacédo C-N presente no anel B-lactdmico da estrutura do farmaco
AMO, enquanto que no intervalo 26 a absorg¢ao € devida, provavelmente, a ligagcao
NH, (deformacao angular no plano), também presente em grupamentos da estrutura
do farmaco AMO. A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para os modelos
siPLS do AMO.°

Tabela 17. Resultados dos modelos siPLS obtidos para o farmaco AMO por

FTIR/ATR.
Modelo TVA Intervalos VLs® Real RMSE_:D
(mgg’)
PLS 3351 Todos 7 0,9671 39,60
si2PLS10 670 4,10 6 0,9538 36,62
si3PLS10 1005 3,4,9 4 0,9274 43,16
si4PLS10 1340 3,4,5,10 7 0,9661 53,81
si2PLS20 336 7,11 8 0,9966 83,60
si3PLS20 504 7,8, 11 7 0,9925 74,87
si2PLS30 224 11, 26 7 0,9659 35,14
si3PLS30 336 10, 11, 16 10 0,9987 79,79
si2PLS40 168 22, 31 10 0,9952 54,56
si3PLS40 252 21,22, 31 12 0,9992 54,14
si2PLS50 132 12,43 8 0,9677 55,69
@ TV: numero total de variaveis ® VLs: variaveis latentes

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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4.7.3. Modelos biPLS

Na determinagao do farmaco AMO, utilizando o algoritmo biPLS, os espectros
foram divididos, também, em 10, 20, 30, 40 e 50 intervalos. Observa-se que os
modelos que foram divididos em 30, 40 e 50 intervalos apresentaram menores
valores de RMSEP quando comparados com o modelo global, conforme
apresentado na Tabela 18.

Nao se observou diferenga significativa (teste F, limite de confianga de 95%)
entre os modelos que apresentaram menor RMSEP que o modelo PLS global.
Optou-se, deste modo, pelo modelo biPLS50, por utilizar menor nimero de variaveis
(268) e cujos intervalos selecionados foram 12, 35, 38, 42 (Figura 27). Este modelo
apresentou RMSEC 21,83 mg g’ e RMSECV de 44,41 mg g™

Tabela 18. Resultados dos modelos biPLS obtidos para o farmaco AMO por

FTIR/ATR.
b RMSEP
Modelo TV? Intervalos VLs Rcal P
(mgg’)
PLS 3351 Todos 7 0,9671 39,60
biPLS10 1005 3,4,9 4 0,9274 43,16
biPLS20 503 47,17 4 0,9381 44 57
biPLS30 557 1, 21, 23, 25, 26 10 0,9851 33,86
biPLS40 418 22,28, 31, 34, 38 8 0,9822 38,28
biPLS50 268 12, 35, 38, 42 8 0,9698 33,58
& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes

Os intervalos selecionados incluem as regides entre 3197 a 3264 para o
intervalo 12, entre 1656 a 1723 para o intervalo 35, entre 1522 a 1455 para o
intervalo 38 e entre 1254 a 1187 para o intervalo 42, conforme mostrado na Tabela
19.



Apresentagédo e Discusséo dos resultados

86

RMSECV (mg g™)

600

500

400

300

1

&Kﬁ

\, ‘W
‘ I

40 1) 4| 1) 102 3 2| 1] 1

©w

5

0
1234567 8 91011121314151617 181920212223 24252627 282930 31 3233 34 3536 37 383940414243 44454647 484950

Numero do intervalo

Figura 27. Espectro dividido em 50 intervalos para a determinagdo do farmaco AMO por FTIR/ATR.
As barras correspondem aos valores de RMSECV para cada intervalo e a linha tracejada

para o modelo global. Os numeros internos apresentados no interior de cada intervalo

correspondem as variaveis latentes.

Tabela 19. Intervalos e vibragdes correspondentes a determinag¢ao do farmaco AMO

por FTIR/ATR.?

Intervalo  NUmero de onda (cm™) Vibracgao
12 3197 a 3254 Estiramento da ligac&do do H ligado ao O do
fenol
35 1656 a 1723 Deformagao angular no plano da ligagao NH;
38 1455 a 1522 Deformacgao angular da ligagao NH (amida II)
ou estiramento C=C (aromatico)
42 1187 a 1254 Estiramento C-N (amina primaria)

Todas as regides selecionadas correspondem as diferentes absorgdes das

ligacbes presentes na estrutura do farmaco AMO. Essas ligagdes apresentam

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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vibragbes e absorvem no infravermelho médio correlacionado-se, provavelmente, a

estrutura do farmaco AMO.
A Figura 28 mostra os valores do farmaco AMO obtidos por CLAE versus

valores previstos para o modelo biPLS utilizando os intervalos 12, 35, 38 e 42 por

FTIR/ATR.
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Figura 28. Valores de referéncia versus valores previstos para o modelo biPLS do farmaco AMO
utilizando os intervalos 12, 35, 38, 42 por FTIR/ATR.

Na Figura 29 observa-se que os menores erros relativos na determinacao do
farmaco AMO nas amostras de previsdo sdo obtidos quando utilizado o modelo
biPLS50. Para este modelo, o erro relativo (diferenga entre HPLC e valor previsto),
avaliado para cada amostra individualmente, foi menor que 10%. Além disso, pode
destacar que os modelos iPLS, siPLS e biPLs apresentaram erro padrao de predi¢cao
relativo (RSEP) de 8,8; 7,0; 5,1% respectivamente, sendo estes valores aqueles que

melhor expressam a capacidade preditiva de um modelo.
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20 - HiPLS Erro (%)
18 - OsiPLS Erro (%)
16 - HbiPLS Erro (%)

Erro relativo (%)

7 9 13 19 21 25 30 35
Amostras de previsao de AMO - FTIR/ATR

Figura 29. Comparagéo dos erros relativos dos melhores modelos (iPLS30, si2PLS30 e biPLS50)
obtidos para cada uma das amostras de previsdo na determinagdo do farmaco AMO a
partir de dados obtidos por FTIR/ATR.

Na Figura 30 é possivel observar a boa concordancia entre os valores de

referéncia obtidos por HPLC e os valores previstos pelo modelo FTIR/ATR/biPLSS50.
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Figura 30. Histograma da diferenga entre o valor de concentragdo do farmaco AMO (mg g'1) obtido

pelo método de referéncia e o valor previsto pelo modelo biPLS50.
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O erro sistematico incluso no modelo biPLS50 foi insignificante (bias = 6,77 e
tsist<terit) evidenciando, dessa forma, que os valores de previsdo ndo apresentam
tendéncias. Visualmente € possivel observar que os valores previstos pelo modelo
biPLS50 comportam-se de forma aleatéria em relacdo aos valores do método de
referéncia.

Desta forma, o melhor modelo para determinagdo do farmaco AMO por
FTIR/ATR utiliza o espectro dividido em 50 intervalos, dados centrados na média,
corregao do espalhamento de luz e regides de 3197 a 3264 cm™”, 1656 a 1723 cm™,
1455 a 1522 cm™ e 1187 a 1254 cm™.

4.8. Determinacao do farmaco AC por DRIFTS utilizando os métodos de

selegao de variaveis

Os dados adquiridos por DRIFTS, como ja havia sido mencionado
anteriormente utilizaram, também, MSC e os dados centrados na média. Com o
objetivo de selecionar regides espectrais com menores erros associados e
informacdes relevantes, foram empregados os métodos de selegao de variaveis
(iPLS, biPLS e siPLS). O critério para a determinacdo do numero de VLs foi o

mesmo adotado para os dados coletados por FTIR/ATR.

4.8.1. Modelos iPLS

O algoritmo iPLS, utilizado para a constru¢ao dos modelos de determinagao
do farmaco AC por DRIFTS, dividiu o espectro em 10, 20, 30, 40 e 50 intervalos. Em
cada situagdo um modelo PLS era desenvolvido para cada intervalo nos quais os
espectros estavam divididos e o melhor intervalo era escolhido de acordo com o
menor erro médio quadratico de calibragdo (RMSEC).

O modelo iPLS20 (20 intervalos) ndo apresentou melhora em relagdo ao
modelo PLS global quando os valores de RMSEP e coeficiente de correlagdo foram
comparados, nao sendo, assim, apropriado para quantificagdo do farmaco AC nas
formulagdes farmacéuticas (Tabela 20). Todavia, este modelo utilizou o intervalo 18

que corresponde a regido entre 986 a 1154 cm™ onde ocorre, provavelmente, a
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absorcao da ligagdo =C-H (deformagao angular fora do plano da ligacdo C=C)

presente na estrutura do farmaco AC, conforme apresentado na Figura 31.°

Tabela 20. Resultados obtidos para os melhores modelos iPLS para o farmaco AC
utilizando DRIFTS.

a b RMSEP
Modelo TV Intervalo VLs Real p
(mgg’)
PLS 3351 Todos 4 0,9470 14,14
iPLS10 335 9 6 0,9697 25,99
iPLS20 168 18 4 0,9458 19,76
iPLS30 112 26 5 0,9599 27,21
iPLS40 84 34 4 0,9329 23,93
iPLS50 66 16 4 0,9396 27,44
& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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Figura 31. Espectro dividido em 20 intervalos para a determinacao do farmaco AC por DRIFTS. As
barras correspondem aos valores de RMSECV para cada intervalo e a linha tracejada
para o modelo global. Os numeros internos apresentados no interior de cada intervalo

correspondem as variaveis latentes.

4.8.2. Modelos biPLS

Os modelos biPLS foram construidos a partir da divisdo dos espectros
DRIFTS em 10, 20, 30, 40 e 50 intervalos equidistantes com a exclusdo dos
intervalos que nao estavam correlacionados com a concentragao do farmaco AC nas
formulagcbées farmacéuticas empregadas. Os resultados obtidos para os melhores
modelos utilizando o algoritmo biPLS estdo demonstrados na Tabela 21.

O modelo biPLS10 (10 intervalos) nao apresentou diferenga significativa
(teste F, 95% de confianga) quando o valor de RMSEP foi comparado com aquele
do modelo PLS global. Além disto, ndo houve melhora do coeficiente de correlagcéo
em relacdo ao modelo PLS global, desta forma, ndo sendo apropriado para

quantificacdo do farmaco AC nas formulagdes farmacéuticas.
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Tabela 21. Resultados obtidos para os melhores modelos iPLS para o farmaco AC
utilizando DRIFTS.

b RMSEP

Modelo TV? Intervalos VLs Real §

(mgg’)

PLS 3351 Todos 4 0,9470 14,14
biPLS10 1005 7,8,10 3 0,9468 12,53
biPLS20 668 13, 14, 15, 20 2 0,9426 16,61
biPLS30 334 3,22,30 7 0,9796 17,47
biPLS40 587 4,10, 11, 25, 27, 29, 40 5 0,9751 16,89
biPLS50 469 6, 13, 14, 33, 36, 45, 49 4 0,9638 18,22

& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: variaveis latentes

Este modelo utilizou os intervalos 7, 8 e 10, cujas vibragbes e numeros de

onda estio descritos na Tabela 22.

Tabela 22. Intervalos e vibragdes correspondentes a determinagao do farmaco AC

por DRIFTS.?
Intervalo  Numero de onda (cm™) Vibragao
7 1656 a 1991 Estiramento C=C
8 1321 a 1656 Deformacao angular da ligacédo C-H, no
plano da ligagao C=C
10 650 a 986 Deformacgao angular da ligagado C-H, fora do

plano da ligagdo C=C

As regides 1321 a 1656 e 650 a 986 correspondem a vibragdes de
deformacgao angular (no plano e fora do plano) da ligacdo do H ao C da dupla

ligacdo C=C que absorve radiagcédo infravermelha. Ja na regidao de 1656 a 1991

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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ocorre estiramento da ligacdo C=C e consequente absor¢do da radiacao
infravermelha.® Essas absor¢des acontecem por esse tipo de ligacéo fazer parte da
estrutura do farmaco AC e dessa forma estdo presentes no espectro no

infravermelho médio.

4.8.3. Modelos siPLS

Os modelos desenvolvidos a partir da utilizagao do siPLS, para determinagao
do farmaco AC utilizaram espectros divididos em 10, 20, 30, 40 e 50 intervalos e
combinagdes de 2 e 3 intervalos. A Tabela 23 apresenta os intervalos combinados, o
numero de variaveis latentes, os erros médios de calibracdo e previsdo, e o
coeficiente de correlagéo obtidos para os melhores modelos siPLS.

O melhor modelo utilizando siPLS dividiu o espectro em 30 intervalos (Figura
32) e utilizou combinagdes de 2 intervalos, sendo selecionados os intervalos 13 e
18. O modelo apresentou RMSEP menor e melhor coeficiente de correlacdo quando
comparados com o modelo PLS global. Observou-se uma redugdo de
aproximadamente 94% no numero de variaveis envolvidas na constru¢ao do modelo,
com a consequente eliminacdo das regides nao correlacionadas com a
concentracdo do farmaco AC. O modelo si2PLS30 apresentou RMSECV de 13,75
mg g' e RMSEC de 8,89 mg g’ sendo que este modelo apresenta erros de
calibracéo e previsdao na mesma ordem de grandeza.

A Figura 33 mostra os valores do farmaco AC obtidos por HPLC versus
valores previstos para o modelo siPLS utilizando os intervalos 13 e 18 por DRIFTS.
O intervalo 13 corresponde a faixa espectral de 2554 a 2666 cm™'. Neste intervalo a
absorcao é devida, provavelmente, ao estiramento da ligagdo C-H do C ligado ao N
presente na estrutura do farmaco AC.°

Na Figura 34 observa-se que os menores erros relativos na determinagao do
farmaco AC nas amostras de previsdao sao obtidos quando utilizado o modelo
si2PLS30. Para este modelo o erro relativo, avaliado de forma individual, foi de
aproximadamente 8%. Cabe destacar que este erro pode ndo traduzir a real
capacidade preditiva do modelo sendo mais apropriado desta forma avaliar os

valores do erro padrdo de predicdo relativo (RSEP). Os modelos iPLS, biPLS e

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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siPLs apresentaram erro padrdo de predicdo relativo de 14,8;

respectivamente.

13,1;

94

4,9%,

Tabela 23. Resultados obtidos para os melhores modelos siPLS para o farmaco AC

utilizando DRIFTS.

Modelo TV? Intervalos VLs" cal RMSE_::
(mg g7)
PLS 3351 Todos 4 0,9470 14,14
si2PLS10 670 4,10 6 0,9771 13,02
si3PLS10 1005 4,7, 8 6 0,9704 22,85
si4PLS10 1340 4,7,8,9 7 0,9834 16,49
si2PLS20 336 10, 19 10 0,9965 8,87
si3PLS20 504 10, 13, 19 12 0,9986 12,22
si2PLS30 224 13, 18 7 0,9910 8,44
si3PLS30 336 17, 22, 28 8 0,9874 14,51
si2PLS40 168 31, 37 9 0,9878 17,50
si3PLS40 252 3,5,38 8 0,9735 18,61
si2PLS50 132 40, 47 7 0,9868 16,65

@ TV: numero total de variaveis

®\/Ls: variaveis latentes
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Figura 32. Espectro dividido em 30 intervalos para a determinagédo do farmaco AC por DRIFTS. As
barras correspondem aos valores de RMSECV para cada intervalo e a linha tracejada

para o modelo global. Os numeros internos apresentados no interior de cada intervalo

correspondem as variaveis latentes.
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Figura 33. Valores de referéncia versus valores previstos para o modelo siPLS do farmaco AC

utilizando os intervalos 13 e 18 por DRIFTS.
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Figura 34. Comparagédo dos erros relativos dos melhores modelos obtidos para cada uma das

amostras de previsdo na determinacdo do farmaco AC a partir de dados obtidos por
DRIFTS.

A Figura 35 mostra a boa concordancia entre os valores de referéncia obtidos
por HPLC e os valores previstos pelo modelo si2PLS30 — DRIFTS.
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Figura 35. Histograma da diferenca entre o valor de concentragdo do farmaco AC (mg g'1) obtido pelo
método de referéncia e o valor previsto pelo modelo si2PLS30.
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O erro sistematico incluso no modelo si2PLS30 foi insignificante (bias = 1,28 e
tsist<terit) evidenciando, dessa forma, que os valores de previsdo ndo apresentam
tendéncias.

Desta forma, o melhor modelo para determinagéo do farmaco AC por DRIFTS
utiliza espectro dividido em 30 intervalos, combinagdes de 2 intervalos, dados
centrados na média, corre¢cdo do espalhamento de luz e as regides de 2554 a 2666
cm” e 1994 a 2106 cm™.

4.9. Determinagao do farmaco AMO por DRIFTS utilizando os métodos de

selecao de variaveis

A determinagcao do farmaco AMO por DRIFTS, da mesma forma que para o
farmaco AC, empregou os métodos de selegcao de variaveis (iPLS, biPLS e siPLS)
para a construcdo dos modelos. Os melhores modelos de cada um destes métodos
foram, posteriormente, avaliados e, desta forma, selecionou-se o melhor modelo
para a determinacdo deste farmaco em formulagbes farmacéuticas que

apresentavam, além do farmaco AC, diferentes excipientes.

4.9.1. Modelo iPLS

Os modelos iPLS foram desenvolvidos a partir da divisdo dos espectros em
10, 20, 30, 40, 50 intervalos e seus resultados (variaveis totais, intervalos, variaveis
latentes, coeficiente de correlacdo e RMSEP) sdo mostrados na Tabela 24.

O modelo iPLS30 (30 intervalos) que apresentou menor niumero de VLs e
coeficiente de correlacdo equivalente ao modelo PLS global, ndo apresentou
diferenca significativa no valor de RMSEP frente a este. Assim, modelo foi
considerado inapropriado para quantificaggo do AMO nas formulagdes
farmacéuticas. Contudo, este modelo utilizou o intervalo 23 que corresponde a
regidao entre 1434 a 1546 cm™ do espectro onde ocorre, provavelmente, absorgao da

ligagdo C-N (estiramento) do farmaco AMO, conforme Figura 36.°

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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Tabela 24. Resultados obtidos para os melhores modelos iPLS para o farmaco AMO

utilizando DRIFTS.

Modelo TV? Intervalos  VLs" cal RMSE_::
(mg g”)
PLS 3351 Todos 9 0,9926 41,97
iPLS10 335 4 2 0,9174 53,33
iPLS20 168 12 8 0,9945 53,30
iPLS30 112 23 4 0,9653 38,62
iPLS40 84 13 2 0,8888 62,73
iPLS50 66 38 3 0,9442 39,30

& TV: numero total de variaveis

Figura 36.

®\/Ls: variaveis latentes

RMSECV (mg g™)

172 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Nudmero do intervalo

Espectro dividido em 30 intervalos para a determina¢ao do farmaco AMO por DRIFTS. As

barras correspondem aos valores de RMSECV para cada intervalo e a linha tracejada

para o modelo global. Os numeros internos apresentados no interior de cada intervalo

correspondem as variaveis latentes.
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4.9.2. Modelo biPLS

A partir da divisdo dos espectros em 10, 20, 30, 40 e 50 intervalos e da
exclusao de regides pouco significativas, os modelos biPLS foram desenvolvidos
para determinacado do farmaco AMO por DRIFTS. Os modelos construidos (total de
5 modelos) foram avaliados de acordo com os valores de RMSEP, Rgy, VLs e
numero de variaveis totais conforme apresentado na Tabela 25.

O modelo que apresentou mais baixo RMSEP, biPLS20 (20 intervalos), ndo
apresentou diferenca significativa (teste F, 95% de confianga) frente ao modelo PLS
global. Dessa forma, o melhor modelo biPLS n&o é apropriado para quantificagcao do
farmaco AMO nas formula¢des farmacéuticas. Este modelo utilizou os intervalos 7,
13 e 17, cujas respectivas vibra¢cdes e numeros de onda estdo descritos na Tabela
26.

Tabela 25. Resultados obtidos para os melhores modelos biPLS para o farmaco
AMO utilizando DRIFTS.

Modelo TV? Intervalos VLs® Real RMSE_:D
(mgg™)
PLS 3351 Todos 9 0,9926 41,97
biPLS10 1676 1,3,4,8,7 7 0,9856 48,25
biPLS20 504 7,13, 17 8 0,9826 34,63
biPLS30 671 6, 20, 22 5 0,9435 64,78
biPLS40 587 8, 20, 26, 37 10 0,9908 4479
biPLS50 537 6, 10, 35 6 0,9664 50,79

& TV: numero total de variaveis ®\/Ls: varidveis latentes
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Tabela 26. Intervalos e vibragdes correspondentes a determinagao do farmaco AMO

por DRIFTS.®
Intervalo Numero de onda (cm™) Vibragao
7 2832 a 2999 Estiramento assimétrico C-H
13 1826 a 1994 Bandas harménicas ou de combinacao
(aromaticos)
17 986 a 1154 Estiramento C-N (aminas)

O estiramento assimétrico da ligacdo C-H e as bandas harménicas,
possivelmente, correspondem as ligagdes presentes no anel aromatico do farmaco
AMO. Ja a vibracdo de estiramento C-N refere-se a ligagdo do grupamento amina,
também, presente na estrutura do farmaco AMO.® Cabe salientar que todas estas

ligagbes absorvem radiacdo infravermelha.

4.9.3. Modelo siPLS

Para a determinacao do farmaco amoxicilina por DRIFTS utilizou-se, ainda, o
algoritmo siPLS. Como o algoritmo PLS apresentou RMSEP de 41,97 mg g,
utilizando 9 VLs, o objetivo da aplicagdo da ferramenta siPLS foi selecionar regides
com menores erros associados e com informacdes relevantes a estrutura deste
farmaco. A Tabela 27 apresenta os resultados obtidos para o modelo PLS global e
para os melhores modelos siPLS.

Dos 10 modelos construidos com o algoritmo siPLS, 4 modelos apresentaram
menores valores de RMSEP que o modelo PLS global (si4PLS10 — 10 intervalos e
combinagdes de 4 intervalos, si3PLS30 — 30 intervalos e combinagdes de 3
intervalos, si2PLS40 — 40 intervalos e combinagdes de 2 intervalos, e si3PLS40 —
40 intervalos e combinag¢des de 3 intervalos). Ndo se observou diferenga significativa
(teste F, limite de confianga de 95%) entre os valores de RMSEP destes quatro
modelos e optou-se pelo si4PLS10 que apresentou menor valor de RMSEP. O

modelo si4PLS10 dividiu o espectro em 10 intervalos, sendo utilizadas combinacgdes

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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de 4 intervalos (Figura 37), apresentou RMSECV de 28,61 mg g' e RMSEC de

11,25 mg g'. As absorgdes e as faixas espectrais dos intervalos 2, 4, 5 e 6 séo

apresentados na Tabela 28.

A Figura 38 mostra os valores do farmaco AMO obtidos por HPLC versus

valores previstos para o modelo siPLS utilizando os intervalos 2, 4, 5 e 6 por

DRIFTS.

Tabela 27. Resultados obtidos para os melhores modelos siPLS para o farmaco
AMO utilizando DRIFTS.

Modelo TV Intervalos VLs® Recal RMSEP
(mg g”)
PLS 3351 Todos 9 0,9926 41,97
si2PLS10 670 2,4 5 0,9505 52,23
si3PLS10 1005 1,4,6 7 0,9871 46,72
si4PLS10 1340 2,4,5,6 9 0,9940 23,31
si2PLS20 336 2,7 3 0,9441 50,79
si3PLS20 504 7,13,16 10 0,9933 49,52
si2PLS30 224 11, 17 5 0,9814 44,36
si3PLS30 336 5,11, 17 10 0,9974 32,11
si2PLS40 168 14, 22 5 0,9779 36,44
si3PLS40 252 14, 25, 37 11 0,9975 36,99
si2PLS50 132 18, 32 9 0,9926 44,08

& TV: numero total de variaveis

®\/Ls: variaveis latentes
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Figura 37. Espectro dividido em 10 intervalos, combinando 4 intervalos, para a determinagédo do

farmaco AMO por DRIFTS. As barras correspondem aos valores de RMSECV para cada

intervalo e a linha tracejada para o modelo global. Os numeros internos apresentados no

interior de cada intervalo correspondem as variaveis latentes.

Tabela 28. Intervalos e vibragdes correspondentes a determinagao do farmaco AMO

por DRIFTS.®
Intervalo Numero de onda (cm™) Vibragao
2 3331 a 3666 Estiramento assimétrico NH;
4 2661 a 2996 Estiramentos simétricos CH3
5 2326 a 2661 Estiramento O-H (acido carboxilico)
6 1991 a 2326 Bandas harménicas ou de combinacao

(aromaticos)

O estiramento assimétrico que ocorre na ligagdao N-H do grupo NH;, e que
absorve radiacao infravermelha, esta presente na estrutura do farmaco AMO. Os
estiramentos simétricos das ligacbes C-H sdo devido a presenga dos grupamentos
CHs. A provavel absorgdo da ligagao hidroxila (O-H), presente no grupamento de

acido carboxilico, pode ser em decorréncia a presenca desse grupo funcional no

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
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farmaco AMO. Ja as bandas harmdnicas ou de combinagdo ocorrem no anel
aromatico.® Todos estes grupamentos estdo presentes no farmaco AMO e

provavelmente estdo correlacionadas com os sinais selecionados.

8001 RMSEC=11,25mg g

750 1 RMSEP = 23,31 mg g' 4
700 Rea = 0,9940
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300 T T T T 1
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Método de referéncia AMOX (mg g™)

Método proposto DRIFTS (mg g™)

Figura 38. Valores de referéncia versus valores previstos para o modelo siPLS do farmaco AMO

utilizando os intervalos 2, 4, 5 e 6 por DRIFTS.

Na Figura 39 observa-se que os menores erros relativos na determinagao do
farmaco AMO nas amostras de previsdo sao obtidos quando utilizado o modelo
si4PLS10. Para este modelo o erro relativo (diferenga entre HPLC e valor previsto),
avaliado para cada amostra de previsdo individualmente, foi de aproximadamente
8%. Os modelos iPLS, biPLS e siPLs apresentaram erro padréao de predicao relativo
(RSEP) de 10,2; 6,8; 4,8% respectivamente, lembrando que estes valores melhor
expressam a capacidade preditiva do modelo.

Chen et al. (2008),” também observou que os modelos que utilizaram o
algoritmo siPLS apresentaram melhor desempenho que aqueles que utilizaram PLS

e iPLS para a determinacéo de polifendis em cha verde por espectroscopia NIR.

° Barbosa, L. C. A., Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgénicos, Vigosa (2007) 189 p.
2 Chen, Q. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 46 (2008) 568-573.
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Figura 39. Comparagéo dos erros relativos dos melhores modelos (iPLS30, si4PLS10 e biPLS20)
obtidos para cada uma das amostras de previsdo na determinagdo do farmaco AMO a
partir de dados obtidos por DRIFTS.

A Figura 40 apresenta a boa concordancia entre os valores de referéncia

obtidos por HPLC e os valores previstos para o farmaco AMO pelo modelo si4PLS10
— DRIFTS.
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Figura 40. Histograma da diferenca entre o valor de concentracdo do farmaco AMO (mg g'1) obtidos
pelo método de referéncia e o valor previsto pelo modelo si4PLS10.
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O erro sistematico incluso no modelo si4PLS10 foi insignificante (bias = 5,63 e
tsist<tcrit) evidenciando, dessa forma, que os valores de previsdo ndo apresentam
tendéncias.

Desta forma, o melhor modelo para determinacdo do farmaco AMO por
DRIFTS utiliza espectro dividido em 10 intervalos e combinagbes de 4 intervalos,
dados centrados na média, corregdo do espalhamento de luz e as regides 3331 a
3666, 2661 a 2996, 2326 a 2661 e 1991 a 2326.

4.10. Comparacgao entre as metodologias empregadas no estudo (FTIR/ATR e
DRIFTS) para determinagao dos farmacos AC e AMO

Com o objetivo de avaliar se havia diferenga entre os modelos desenvolvidos
para cada umas das metodologias propostas individualmente (FTIR/ATR e DRIFTS),
aplicou-se teste F (95% de confianga) comparando-se os erros meédios de previséo
obtidos para cada uma delas.

Ainda, os valores das amostras de previsdo foram empregados para
comparagao entre as metodologias propostas e a metodologia referéncia (HPLC)
através da aplicacdo de teste t pareado, conforme descrito nos itens 4.10.2. e
4.10.3.

4.10.1. Avaliagdo dos erros médios de previsao dos melhores modelos e

comparagao através do teste F

Todos os modelos desenvolvidos para determinagao dos farmacos AC e AMO
utilizaram como tratamento MSC e como pré-processamento os dados centrados na
média. O melhor modelo construido para determinacdo destes farmacos por
FTIR/ATR foi utilizando o algoritmo biPLS e por DRIFTS o algoritmo siPLS.

Com o objetivo de determinar se havia diferenga significativa entre os erros médios
de previsdo de cada modelo aplicou-se teste F, conforme Tabela 29 e 30. O valor de
F critico extraido foi de 3,79 para o nivel de confiangca de 95% e utilizaram-se 7

graus de liberdade.
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Tabela 29. Teste F aplicado na comparagao dos erros médios de previsao para os
melhores modelos desenvolvidos na determinagdo do farmaco acido
clavulanico por FTIR/ATR e DRIFTS.

Técnica Modelo Erro de previsdo (mg g”') ValordeF
FTIR/ATR biPLS 6,17

1,87
DRIFTS siPLS 8,44

Tabela 30. Teste F aplicado na comparacao dos erros médios de previsdo para os
melhores modelos desenvolvidos na determinagdo do farmaco
amoxicilina por FTIR/ATR e DRIFTS.

Técnica Modelo Erro de previsdo (mg g”') ValordeF
FTIR/ATR biPLS 33,58

2,08
DRIFTS siPLS 23,31

Tanto para o farmaco AC (F=1,87) como para o farmaco AMO (F=2,08) nao
houve diferenca significativa entre valores de erros médios de previsdo dos modelos
propostos para determinacdo destes farmacos por FTIR/ATR e DRIFTS. Deste
modo, pode-se afirmar que os erros médios de previsdo obtidos para as duas

técnicas e para ambos os farmacos sao equivalentes.

4.10.2. Analise dos resultados obtidos na determinacao do farmaco AC

Segundo a Farmacopéia Norte Americana'® os comprimidos contendo AC e
AMO nao podem apresentar teores abaixo de 90% e acima de 120% frente ao valor
nominal. No presente estudo, adotou-se como valor nominal, aquele obtido por

HPLC para cada amostra, tendo em vista que foram estes valores que foram

106 United States Pharmacopoeia, USP 31 — NF 26: the official compendia of standards. Rockville (2007).
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utilizados para a construgdo dos modelos. Assim, a variagao para os valores obtidos
por DRIFTS e por FTIR-ATR foi calculada a partir deste valor nominal.

A Tabela 31 apresenta os valores da determinacdo do farmaco AC pela da
metodologia de referéncia (HPLC) e os valores das metodologias propostas
(FTIR/ATR e DRIFTS).

Tabela 31. Valores obtidos pela metodologia oficial, FTIR/ATR e DRIFTS na

determinacgao do farmaco AC.

Acido Clavulanico

Amostras Metodologia de FTIR-ATR/modelo DRIFTS/modelo
de referéncia biPLS siPLS

previsao HPLC (mg g-1) (mg g-1) (mg g-1)
7 89,02 90,78 94,28
9 80,45 86,90 84,04
13 100,02 96,35 106,51
19 86,14 90,75 87,18
21 127,66 128,45 120,44
25 167,59 160,09 155,69
30 154,61 154,71 152,19
35 159,38 152,62 154,24

Na determinagdo do farmaco AC nas formulagbes farmacéuticas, obteve-se
recuperacdes de 95,5 a 108,0% para a metodologia utilizando FTIR/ATR e 92,9 a
106,5% para a metodologia utilizando DRIFTS. Destaca-se que as amostras de
previsdo apresentaram valores médios de concordancia de 100,5% e 100,1% na
determinacao do farmaco AC por FTIR/ATR e DRIFTS, respectivamente, em relagao
ao HPLC.

Aplicou-se teste t pareado (95% de confianga) ndo se observando diferenga

significativa entre os valores da metodologia de referéncia versus as metodologias
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propostas. Além disso, as metodologias propostas apresentaram variagao dentro da
faixa permitida (90 a 120%) pela Farmacopéia Norte Americana, indicando que sua

aplicagao no controle de qualidade de medicamentos pode ser confiavel.

4.10.3. Analise dos resultados obtidos na determinagao do farmaco AMO

Na determinag¢ao do farmaco AMO nas formulag¢des farmacéuticas obtiveram-
se as seguintes recuperagdes: 92,8 a 108,7% para a metodologia utilizando
FTIR/ATR e 92,2 a 108,0% para a metodologia utilizando DRIFTS em relagado ao
valor de referéncia (HPLC). Cabe salientar que as amostras de previséo
apresentaram valores médios de concordancia de 99,2% e 98,9% na determinagao
do farmaco AMO por FTIR/ATR e DRIFTS, respectivamente, em relagao ao HPLC.

A Tabela 32 apresenta os valores obtidos do farmaco AMO, para as amostras
de previséo pelas metodologias: oficial (HPLC), FTIR/ATR e DRIFTS.

Tabela 32. Valores obtidos pela metodologia oficial, FTIR/ATR e DRIFTS na

determinagao do farmaco AMO.

Amoxicilina

Metodologia de FTIRIATR/modelo  ppieTs/modelo

Amzse"as referéncia biPLS siPLS

previsao HPLC (mg g-1) (mg g-1) (mg g-1)
7 552,74 520,97 568,39
9 509,27 496,52 469,47
13 387,54 404,91 366,69
19 520,17 510,96 561,85
21 686,07 636,71 664,49
25 580,70 576,31 556,12
30 493,63 536,78 499,55

35 473,16 465,96 471,70




Apresentacédo e Discussédo dos resultados 109

Apés aplicagao de teste t (pareado, 95% de confianga) ndo se observou
diferenga significativa entre os valores das metodologias propostas frente a
metodologia oficial.

Deste modo, é possivel verificar que as metodologias propostas para determinagao
do farmaco AMO em formulagdes farmacéuticas apresentaram variagao dentro da

faixa permitida, conforme especificagdo dos codigos oficiais.

4.11. Consideracoées finais

As técnicas FTIR/ATR e DRIFTS associadas aos meétodos de regresséo
multivariados apresentaram as seguintes vantagens na determinagcéo dos farmacos
AC e AMO: maior rapidez nas analises, minimo preparo da amostra, eliminacéo do
uso de solventes organicos e menor exposicdo do analista a estes tipos de
compostos toxicos.

A Tabela 33 apresenta, resumidamente, os melhores modelos obtidos por
ATR/FTIR e DRITFS na determinagao de AC e AMO. Na determinagao de AC, para
os dados obtidos por ATR/FTIR, o melhor modelo foi aquele utilizando o algoritmo
biPLS e com divisdo do espectro em 30 intervalos sendo que destes, 4 intervalos
estavam correlacionados com a estrutura do farmaco em questdo. Na determinagao
de AMO para os dados obtidos por ATR/FTIR o melhor modelo foi, também, aquele
que utilizou o algoritmo biPLS dividindo o espectro em 50 intervalos sendo 4
intervalos correlacionados com a estrutura de AMO. Ja para a determinacdo de AC
para os dados obtidos por DRIFTS o melhor modelo foi aquele utilizou o algoritmo
siPLS, dividiu o espectro em 30 intervalos e combinou 2 intervalos. Na determinagéao
de AMO para os dados DRIFTS, o melhor modelo obtido foi aquele que utilizou,
também, o algoritmo siPLS, com divisdo do espectro em 10 intervalos e combinou 4

intervalos.
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Tabela 33. Melhores modelos obtidos para os farmacos AC e AMO para os dados
obtidos por ATR/FTIR e DRIFTS.

Técnica proposta Modelos/intervalos
AC AMO
ATR/FTIR biPLS30 10, 21,23,27 biPLS50 12, 35, 38, 42
DRIFTS si2PLS30 13,18 si4PLS10 2,4,5,6

A seguir serdo apresentados os principais parametros de mérito obtidos para
os melhores modelos de regressao multivariada utilizando as técnicas de FTIR/ATR
e DRIFTS.

4.11.1 Linearidade

A linearidade de um modelo de regressao multivariada pode ser determinada
mediante a obtenc¢do de graficos de residuos (ou erro relativo) ou através da analise
dos coeficientes angular e do intercepto da equacgéo linear obtida a partir dos valores
da técnica de referéncia e os valores previstos pelo modelo.

De acordo com a analise do grafico dos erros relativos das amostras os
modelos sdo considerados lineares quando as amostras apresentarem erros com
comportamento aleatério. Observando-se as Figuras 41, 42, 43 e 44 verifica-se que
as amostras de calibracdo e previsao apresentam erros com distribuicdo aleatoria
para os melhores modelos utilizados na determinacéo de AC e AMO por FTIR/ATR e
DR|FTS.14'59’64’107

% Braga, J. W. B.; Poppi, R. J., Quim. Nova 27 (2004) 1004-1011.

% Laasonen, M. et al., Anal. Chem. 75 (2003) 754-760.

64 Martens, H.; Naes, T.; Multivariate Calibration, Wiley, Chichester (1989) 419 p.
197 \/alderrama, P.; Braga, J. W. B.; Poppi, R. J., Quim. Nova 32 (5) (2009) 1-10.



Apresentagédo e Discusséo dos resultados

111

20

15

10

Erro relativo (%)

& Amostras de calibragao
B Amostras de previsao
* *
* .
* IS
¢ H N *
P |
T \’ ’ . \.—’—\
50 % e 150 * 200
|
. TSRS
¢ ¢
L 2
e

Concentragoes de referéncia (mg g'1)

Figura 41. Residuos do modelo biPLS30 para determinagéo do farmaco AC por FTIR/ATR.

10 ¢ Amostras de calibragéo
B Amostras de previsdo
8 4
. |
6 4
* |
g 2 m " L J L 2
N . 4 ® T * ¢ | T 1
g 2300 400 ¢ 500 600 700 800
o . *e o
S
1T} -4 1 [} *
6 L 4
-8
. [ | .
-10 -

Concentragoes de referéncia (mg g'1)

Figura 42. Residuos do modelo biPLS50 para determinagéo do farmaco AMO por FTIR/ATR.
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Figura 43. Residuos do modelo si2PLS30 para determinagao do farmaco AC por DRIFTS.
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Figura 44. Residuos do modelo si4PLS10 para determinacédo do farmaco AMO por DRIFTS.

Utilizando-se a segunda analise para linearidade, através da avaliagédo da

regressao linear entre os valores previstos e os valores medidos por HPLC, para os

modelos serem considerados lineares o intervalo de confianga (95%) do coeficiente
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angular deve conter o numero 1, ao passo que o intervalo de confianga (95%) do
intercepto deve incluir o valor zero.%6%8

De acordo com a Tabela 33 € possivel verificar que os melhores modelos
obtidos para determinacdo de AC e AMO, foram considerados lineares,
independentemente da técnica de reflexao utilizada, pois apresentaram intervalos de
confianga dos coeficientes angulares e do intercepto nos quais estavam inseridos os
valores 1 e zero, respectivamente.

Foram obtidos coeficientes de correlagdao melhores que 0,97 na determinacéao

de AC e AMO, conforme Tabela 34.

Tabela 34. Parametros de mérito obtidos para as amostras de calibracdo na
determinagao dos farmacos AC e AMO por FTIR/ATR e DRIFTS.

Parametros AC AMO

FTIR/ATR DRIFTS FTIR/ATR DRIFTS

Intervalo de confianga [0,89;1,03] [0,93;1,03] [0,85; 1,03] [0,95; 1,03]
do coeficiente angular

Intervalo de confianga [-4,7,11,11 [4,1;7,7] [-19,7;821] [-22,8; 23,8]
do intercepto

Coeficiente de 0,98 0,99 0,97 0,99
correlacao

4.11.2 Exatidao, precisao e erro sistematico

A exatiddo dos modelos obtidos utilizando FTIR/ATR e DRIFTS é expressa
em termos de RMSEP e RSEP (Tabela 34). Para a determinagdo de AC os modelos
que utilizaram FTIR/ATR mostraram-se mais exatos quando comparados com o0s
modelos obtidos com dados de DRIFTS. No caso da determinacdo de AMO
obtiveram-se modelos mais exatos quando da utilizacdo de dados obtidos por
DRIFTS.

% Laasonen, M. et al., Anal. Chem. 75 (2003) 754-760.
%9 Moffat, A. C. et al., Analyst 125 (2000) 1341-1351.
89 Rosa, S. S. et al., Talanta 75 (2008) 725-733.
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A precisao por sua vez foi determinada em termos de repetitividade, conforme
Tabela 34. N&o se observa diferenca significativa em termos de precisdo quando
comparados os valores de repetitividade obtidos para FTIR/ATR e DRIFTS na
determinacdao de AC. Também, ndo se verifica diferenga quando avaliados os
valores de repetitividade obtidos na determinacdo de AMO pelas duas técnicas de
reflexdo utilizadas.

Independentemente da técnica de reflexdo utilizada, ndo se observou erro
sistematico na determinacdo de AC e AMO apds a aplicagao de teste t apropriado
(Tabela 35).

Tabela 35. Parametros de mérito obtidos para as amostras de previsdo na
determinagao dos farmacos AC e AMO por FTIR/ATR e DRIFTS

Parametros AC AMO

FTIR/ATR DRIFTS FTIR/ATR DRIFTS

RMSEP (mg g™) 6,17 8,44 33,58 23,31
RSEP (%) 3,6 4,9 5,1 4,8

Repetitividade (mg g'1) 8,47 8,24 17,14 17,45
Erro sistematico N&o N&o N&o N&o

observado observado observado observado

Assim, a utilizagdo dos métodos de selegdo de variaveis na construgado dos
modelos para determinagao dos farmacos AC e AMO por FTIR/ATR e DRIFTS
permitiu o desenvolvimento de modelos robustos quando comparados com aqueles
modelos construidos com a utilizacdo de toda a faixa espectral.

De forma geral, as metodologias propostas apresentaram resultados
satisfatérios, sendo consideradas apropriadas para a implantacdo em rotinas de

controle de qualidade de medicamentos.



5. CONCLUSAO

A espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier e os
acessorios de reflexdes, total atenuada (FTIR/ATR) e difusa (DRIFTS), mostraram-
se técnicas apropriadas quando associadas a métodos de regressao multivariados
para determinacdo simultdnea dos farmacos acido clavulanico e amoxicilina em
amostras sélidas de formulacdes farmacéuticas. Estas técnicas apresentam algumas
vantagens quando comparadas a HPLC, utilizada normalmente para o doseamento
destes farmacos.

Os melhores modelos construidos utilizaram o pré-processamento centrado
na meédia associado ao tratamento MSC, visto que estes tratamentos apresentaram
melhores resultados quando utilizados para a construgdo dos modelos PLS globais
para os dados adquiridos por FTIR/ATR e DRIFTS.

Na determinagdo do farmaco AC por FTIR/ATR, o modelo construido com
todas as variaveis independentes (modelo PLS global com 3351 numero de ondas
do espectro de infravermelho médio) apresentou valor de RMSEP de 18 mg g™,
coeficiente de correlagdo de 0,9886 e utilizou 8 variaveis latentes (VLs). Com a
aplicagao do método de selegao variaveis biPLS obteve-se um modelo com RMSEP
de 6,17 mg g (65% menor que o modelo PLS global), coeficiente de correlacdo de
0,9838 e que utilizou 9 VLs e 446 variaveis independentes.

Na determinagao do farmaco AMO por FTIR/ATR, o modelo utilizando todas
as varidveis independentes forneceu um valor de RMSEP de 39,6 mg g', um
coeficiente de correlacdo de 0,9671 e 7 VLs. O modelo que utilizou o algoritmo
biPLS apresentou RMSEP de 33,58 mg g, coeficiente de correlacdo de 0,9698 e 8
VLs. Este modelo foi construido com apenas 268 variaveis independentes, ou seja,
92% a menos que o modelo PLS global.

Quando se aplicou os métodos de selecdo de variaveis para os dados
adquiridos por DRIFTS observou-se melhor desempenho nos modelos que
utilizaram o algoritmo siPLS. Na determinagao de AC, o modelo desenvolvido com
todas as varidveis independentes apresentou valor de RMSEP de 14,14 mg g,
coeficiente de correlagao de 0,9470 e utilizaram-se 4 VLs. Contudo, com a utilizagao

do método de selecdo de variaveis siPLS obteve-se RMSEP de 8,44 mg g (40%
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menor que 0 modelo global) coeficiente de correlacdo de 0,9910 e foram utilizadas 7
VLs e 224 variaveis independentes, aproximadamente 94% a menos que 0 modelo
PLS global.

Na determinag¢ao de AMO por DRIFTS, o modelo utilizando todas as variaveis
independentes forneceu valor de RMSEP de 41,97 mg g, coeficiente de correlacdo
de 0,9926 e utilizaram-se 9 VLs. Ja com a utilizacdo do algoritmo siPLS obteve-se
um modelo com valor de RMSEP de 23,31 mg g (45% menor que o modelo PLS
global), coeficiente de correlagdo de 0,9940 e que utilizou 9 VLs e 1340 variaveis
independentes.

Os métodos de selecao de variaveis mostraram-se ferramentas eficientes na
reducdo do numero de variaveis independentes utilizadas e promoveram melhora da
exatiddo em relagdo ao modelo PLS global. A partir da comparagéo dos resultados
obtidos pelos melhores modelos e por HPLC ndo se observou diferenga significativa
(teste t pareado para 95% de confianga) entre os mesmos. Assim, os melhores
modelos apresentaram concordancia superior a aproximadamente 93% na
determinacgao dos farmacos acido clavulanico e amoxicilina por DRIFTS e FTIR/ATR
quando comparados a HPLC.

De uma forma geral, as duas metodologias propostas (FTIR/ATR e DRIFTS)
caracterizaram-se por serem menos onerosas, por apresentar maior rapidez em
suas anadlises, bem como a facilidade no manuseio das amostras e dos
instrumentos, quando comparados com o método de referéncia utilizado para a
determinacao destes farmacos. Por fim ndo se verificou diferenca entre as estas
duas metodologias, tendo em vista que ambas forneceram resultados semelhantes
na determinacao dos farmacos AC e AMO.

Assim, as técnicas de analise por espectroscopia no infravermelho médio
podem ser consideradas apropriadas para a determinacao simultdnea de farmacos

em formulagdes farmacéuticas por apresentarem boa precisido e exatidao.
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